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Untersuchungen 
iiber Milchsiuregirung von Warmbliitergeweben'. 


I. Mitteilung: 
Die Bedingungen zum Zustandekommen der Extragiirung des Lebergewebes. 


Von 
Otto Rosenthal. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Universitéts-Instituts fiir Krebs- 
forschung an der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Im Verlauf einer Untersuchung iiber den Stoffwechsel stationarer 
und wachsender Gewebe wurde von O. Rosenthal und A. Lasnitzki* 
beobachtet, daB die Resultate der Garungsmessung bei stationirem 
epithelialen Driisengewebe davon abhingen, ob das Gewebe unmittelbar 
nach Entnahme aus dem Organ erstickt wurde oder erst nachtraglich 
nach einer vorangegangenen, etwa einstiindigen Aerobiose bei 37,5°. 
In letzterem Falle war die Garung um 50 bis 150°, gréBer. 

Dieses als Extragaérung nach nachtriglichem Ersticken bezeichnete 
Phinomen schien sich fiir Lebergewebe durch die Annahme erkliren 
zu lassen, daB waihrend der Acrobiose ein bei der Hydrolyse des zelleignen 
Glykogens entstehender Zwischenzucker von grober Reaktionsfahigkeit 
intrazellular angercichert wird, der dann nach Ersticken des Gewebes 
mit groBer Geschwindigkeit zerfallt. Vergiarung zugesetzter Glucose 
konnte weder nach sofortigem noch nach nachtriiglichem Ersticken 
nachgewiesen werden. Zunahme der niederen Kohlehydrate in der 
Aerobiose ist von T'akane*® in Me yerhof{s Laboratorium bei vergleichenden 


' Dem Deutschen Zentralkomitee zur Erforschung und Bekaimpfung 
der Krebskrankheit und der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
bin ich fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchungen zu groBem Danke 
verpflichtet. 

2 Diese Zeitschr. 196, 340, 1928. 

®’ Ebendaselbst 171, 403, 1928. 

Biochemische Zeitschrift Band 207. 18 
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Kohlehydratbestimmungen in Leberschnitten vor Beginn und 


Ende der manometrischen Atmungsmessung festgestellt worden. ()}, 
derartige Spaltprodukte des Glykogens auch tatsiichlich besoider. 


reaktionsfahig sind, ist fiir Lebergewebe bisher nicht gepriift. \\,| 
aber beobachteten Euler, Myrbdck und Karlsson’ im Muskelbrei «jj 


Bildung eines reduzierenden Zuckers sowohl aus zelleigenem wie 4), 
zugesetztem Glykogen, der weitaus schneller in Milchsaure® gespaltey 


wurde als alle anderen untersuchten Zucker. 


Allerdings reicht bei anderen Extragirung zeigenden Geweben «\ 
alleinige Annahme der Zwischenzuckerbildung zur Erklérung d+ 
experimentellen Tatsachen nicht aus. Bei Speicheldriisengewe\, 
konnte nicht nur eine Steigerung der Leergarung, sondern auch (er 
hier stets betrichtlicheren Glucosevergirung nachgewiesen were: 
so daB hier zur Erklirung der Extragiirung noch eine Zunahme (es 
Garvermégens herangezogen werden mul. 


Somit mu8 man entweder annehmen, dal bei beiden Geweber 
die gleiche Wirkung auf verschiedenen Wegen erzielt wird oder dai 
es sich auch beim Lebergewebe mindestens zum Teil um eine Steigerung 
des Girvermégens bei der Extragirung handelt. 


Um dem Mechanismus der Extragirung naiherzukommen, schic: 
es zweckmaBig, zunichst diejenigen Bedingungen festzustellen. die {i 
das Zustandekommen der Extragirung notwendig sind. Als Versucli: 
objekt wurde Rattenleber gewahlt, weil hier die prozentuale Extra 
garung am grébten ist und die Fragestellung dadurch vereinfacht 
wird, daB als Garsubstrat praktisch nur Eigenkohlehydrate in Betracht 
kommen. Untersucht wurde der EinfluB innerer und auBerer Faktoren 
Als innere Faktoren sind die durch den Zustand des Versuchsticres 
gegebenen, als iuBere die durch die spezielle Versuchsanordnung in vitr 
gesetzten bezeichnet. 


I. Methodische Vorbemerkungen. 


Die Gaérung wurde nach der Warburgschen*® manometrischen Met}: 
an Gewebsschnitten gemessen, die unmittelbar nach Tétung des Versuclis 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 243, 1925. 

2 Milchséurebildung aus einem niederen, zelleignen Zucker ist zuers' 
von Laquer am Froschmuskelbrei beobachtet worden. Laquer halt ilu 
fiir die eigentliche Reaktionsform der Kohlehydrate, in die erst alle tibriver 
garfahigen Zucker vor ihrer Spaltung umgewandelt werden miissen. \ 2 
E. Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 169, 1921; 122, 26, 1922; Laquer 
und Meyer, ebendaselbst 124, 211, 1924. 

$ Vgl, O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Ber! 


Springer, 1926. 
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durch Nackenschlag und Herausnahme der Leber angefertigt wurden. 


tert 


Das Messungsergebnis wird durch den Stoffwechselquotienten ausgedriickt : 


Q¥: Kubikmillimeter Milchséure, gebildet in Stickstoft 
M Milligramm Gewebetrockengewicht Stunden 

Suspensionsfliissigkeit ist dem Rattenserum isotone Ringerlésung : 
xanco, = 2.5.10-* Mol Liter. Zur Préparation der Schnitte wurde bi 
srbonatfreie Ringerlésung benutzt. Die Versuchstemperatur betrug 37,5° 
Die zur Messung der Garung nach nachtraglichem Ersticken bestimmten 
Schnitte wurden zundchst 60 Minuten aerob (im Gasraum etwa 5°, Cy 
0.) in bicarbonathaltiger Ringerlésung im Thermostaten (37,5°) bewegt 

nd danach in neve Messungstrége iibertragen und erstickt. 


In einer Reihe von Versuchen wurde die Aquivalenz zwischen der 
manometrisch gemessenen, aus dem Bicarbonat der Ringerlésung 
wsgetriebenen Kohlenséure und der nach Messungsende und Heraus 
nahme der Schnitte in der Suspensionsfliissigkeit nach dem Verfahren 
von Fiith-Charnas-Clausen bestimmten Milchsiuremenge gepriift. Die 
Milchsiurebestimmung wurde in der im Warburgschen Laboratorium 
ublichen Technik ausgefiihrt, wie sie von Wind und Oéettingen' be- 
shrieben ist. Die Ergebnisse bringt Tabelle I. Bei der Garung nach 


Tabelle I. 


Vergleichende manometrische und titrimetrische Milchséurebestimmungen. 

Lebergewebe erndihrter Ratten. Anaerobe Gérung*. Medium: Zuckerfreie 

Ringerlésung. Cyanco, = 2,6 . 10-* Mol Liter. Versuchst emperatur 

37.5". Volumen der Suspensionsfliissigkeit : 3,0 cem; im Gasraum: 5,5 °,, 
CO, in N,. 





Milchsauremenge im Uberfiihrungskolben (Reaktionsvolumen etwa 45,0) ccm) 


Nach sofortigem Ersticken Nach nachtraglichem Ersticken 
Nr Datum M Vv 
. ** om este —_ 
To sen Moe, Vv Mass M vice { 
” man. ~ man 
1928 mg mg PF» mg mg 
l 7. VI 0,500 0,378 76 0,560 0,432 77 
9 11. VI 0,198 0,095 48 0,596 0,572 os 
) 14. VI 0,328 0,243 7 0,716 0,654 91 
+ 20. VI. 0,337 0,207 62 0,480 0,427 9 
5 22. VI. 0,323 0,130 40 0,328 0,248 76 
6 26. VI 0,545 0,466 86 0.786 0,700 9 
7 28. VI. 0,342 0,170 ” 0,462 0,450 os 
8 20. XII. (0,605) (0,386) (64) ~ 
. M on = mg Milchsaure aus der ermittelten C O.-«Austreibung berechnet 
titer. = mg Milchsaure titrimetrisch nach Clausen bestimmt. 


' Diese Zeitschr. 197, 170, 1928. Herr Prof. Warburg gab mir freundd- 
whst die Erlaubnis, die damals noch nicht veréffentlichte Methodik in 
smem Laboratorium anzusehen. 

* Die Stoffwechselquotienten fiir die Versuche | bis 7 finden sich in 
Tabelle IIT, Nr. 11 bis 18. 


i8* 
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nachtraglichem Ersticken ist die Ubereinstimmung zwischen den nac! 
beiden Methoden erhaltenen Werten als ausreichend anzusehen. wen 
man die Fehlerméglichkeiten bei der Extrapolation’ der gesamte 
gebildeten Milchsiuremenge aus dem Resultat der manometrische; 
Messung und die Uberfiihrungsverluste bei der chemischen Bestimmun 
beriicksichtigt. Letztere betrugen bei der Uberfiihrung reiner Lithium 
lactatlésungen fiir 0,2 bis 0,4mg Milchsiure im Uberfiihrungskolbe; 
(Reaktionsvolumen etwa 45 ccm) etwa 18%. fiir 0,4 bis 0,6 mg etwas 
10°, fiir 0,6 bis 0,8 mg etwa 5°,,. GréBere Milchsiiuremengen wurden 
verlustfrei iiberfiihrt. 


Korrigiert man die gefundenen Werte dementsprechend, so ergil; 
sich im Durchschnitt eine 96° ,ige Ubereinstimmung, und die grote: 
Abweichungen von den berechneten Werten betragen — 13 und -} 8 


Bei der Girung nach sofortigem Ersticken ist die Ubereinstimmung 
geringer. Selbst wenn man die in der Tabelle angefiihrten Werte wi 
oben korrigiert, so betragt die gréBte Abweichung von den berechinet«: 
Werten dennoch — 42°, und die geringste — 4°. Im Durchsehnit: 
findet man etwa drei Viertel der berechneten Milchsiuremengen fs 
ist méglich, daB sich bei Enteiweibung und Entzuckerung der Sus 
pensionsfliissigkeit vorkommende Verluste bei den hier immer geringy: 
Milchsiuremengen starker bemerkbar machen, oder daf doch noc! 
neben der Milchsdiure eine andere Saure in geringen Mengen entsteli 


In Versuch 8 wurde untersucht, ob etwa verschiedenartige Sauren i 
den beiden (spiéter beschriebenen) Garperioden entstehen. Hierzu wurie: 
wegen der geringen Milchsaéurebildung etwa 70mg Gewebe (Trocke 
gewicht) auf vier Messungstrége verteilt und zundchst 1 Stunde die Garuny 
gemessen, danach das Gewebe in neue Trége tibertragen, weitere 2 Stunie 
die anaerobe Garung beobachtet und die Milchsféure in den vereinizte 
Suspensionsfliissigkeiten bestimmt. Das Resultat — 64% der berechneta 
Saéuremenge (unkorrigiert) — stimmt aber mit den friiheren Erge})misse 
iiberein, bei denen die Saurebildung in der ersten Versuchsstunde mu! 
erfaBbt war. 


Ii. Einflu8 innerer Faktoren auf das Zustandekommen der Extragiirune. 


Schon in der eingangs erwahnten Arbeit wurde eine Abhangigke 
der Extragirung vom Ernihrungszustand des Versuchstieres vei 
mutet: Bei einer Hungerratte fiel in einem orientierenden Versuc! 


1 Beziiglich der Berechnung der wahrend der gesamten Verweil dave! 
des Gewebes in der Suspensionsfliissigkeit gebildeten Milchsiuremense 
aus der wahrend der Messungszeit beobachteten Druckénderung dur! 
Extrapolation vergleiche man die Bemerkungen zu Protokoll 1 in ‘« 
zitierten Arbeit von Lasnitzki und mir. 
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die Extragarung in traubenzuckerhaltiger Ringerlésung ganz aus und 
war in traubenzuckerfreier Lisung nur sehr gering. Das Bestehen 
iner derartigen Abhangigkeit und der EinfluB des Traubenzuckers 
auf Zustandekommen und Intensitét der Extragarung wurde zunachst 
an einer gréBeren Tierreihe — elf ernahrten und fiinf hungernden 
Ratten (Hungerzeit etwa 45 Stunden) — nachgepriift. Der mittlere 
(iirverlauf in diesen Versuchsreihen ist in den Abb. 1 (fiir ernahrte 
tatten) und 2 (fiir Hungerratten) dargestellt. Die Ordinateneinheit 
ist Kubikmillimeter Milchsiure/ Milligramm Gewebegewicht, die 
Abszisseneinheit 10 Minuten. Einzelwerte finden sich in Protokoll | 
und 2 am SchluB der Arbeit. 
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Garverlauf bei ernahrten Ratten. (Erklarungen im Text.) 
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Abb. 2. 
Garverlauf bei Hungerratten. (Erklarungen im Text.) 


Die Versuchsanordnung war zundchst folgende: Die Gewebeschnitte 
wurden in vier Portionen geteilt. Zwei Portionen wurden gleich erstickt, 
lie eine in glucosefreier (ON2), die andere in glucosehaltiger (GN2) Ringer- 
jsung (0,2°% Glucose). Von den beiden anderen wurde je eine in der ent- 
sprechenden Lésung aerob bewegt (092 und G2) und danach je eine Halfte 
jeder Portion im traubenzuckerhaltigen bzw. -freien Medium erstickt 
0% 0N2, 002GN2 und G02 0N2, G02GN2). 


An allen Kurven lassen sich zwei Abschnitte unterscheiden: ein 
gekrimmter und ein annahernd geradliniger. In letzterem Abschnitt 
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ist die Neigung aller Kurven gegen die Abszisse etwa gleich. Davyegey 
zeigt im ersten Abschnitt bei ernihrten Ratten der Verlauf der Girung 
nach nachtraglichem Ersticken einen viel steileren Anstieg und stiirker 
Krimmung als nach sofortigem Ersticken. Bei Hungerratten abe; 
bestehen keine wesentlichen Unterschiede zwischen gleich und nach 
traglich ersticktem Gewebe! Zu bemerken ist noch, da8 hier die Anfangs 
geschwindigkeit der Garung noch geringer ist als bei gleich ersticktem 
ernihrten*’ Gewebe und geradliniger Verlauf schon friiher (nach 
etwa 40 Minuten) einsetzt. 


Vergleicht man den Garverlauf in zusatzfreiem und glucoseha!t ivem 
Medium, so erkennt man, dab hier, bei Beriicksichtigung der Mitte} 
werte einer gréBeren Versuchsreihe, im Gegensatz zu den Einzelversuchen 
der friiheren Veréffentlichung keine Herabsetzung der Garung be 
Glucosegegenwart, sondern eine geringgradige Mehrgarung zu beob 
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In der ersten Versuchsstunde In der zweiten Versuchsstunde 


Abb. 3. 


Durchschnittliche Milchsaurebildung in glucosehaltigem und glucosefreiem Medium bei ernabrter 
Ratten (.Glucoseversuche” schraffiert.) 


achten ist. Die Kurven der ..Glucoseversuche™ liegen immer tibe: 
den korrespondierenden Versuchen in glucosefreier Lésung. Zur 
Verdeutlichung der GréSenordnung dieser Mehrgirung und _ ihrer 
relativen Unabhangigkeit vom Ernahrungszustand des Versuchstiere- 
vom Gleich- oder Nachtraglich-Ersticken des Gewebes und von der 
Versuchsdauer sind in den Abb. 3 und 4 die in der ersten und zweiten 
Versuchsstunde bei allen Versuchsanordnungen gebildeten Milchsaur 
mengen (in Kubikmillimeter/Milligramm) graphisch dargestellt. 1) 
Mehrgirung hat etwa die GroBenordnung 0,2; sie betragt also nur 
5 bis 10 °,, der Gesamtgirung bei ernahrten und 15 bis 20°, bei Hung: 
ratten. Hiermit hangen wohl die schwankenden Ergebnisse der Einz«! 
versuche (vgl. die Protokolle 1 und 2) und wahrscheinlich auch «as 
Fehlen der Mehrgirung in der zweiten Stunde in der Reihe 0°‘ 
bei ernahrten Ratten zusammen. 
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Weiterhin ersieht man aus Abb. 3, daB die durchschnittliche 
Milchsaurebildung bei den aerob in glucosehaltiger Lésung gewesenen 
Schnitten etwas gréBer ist als bei den vorher ohne Zusatz bewegten. 
Jedoch kann in Anbetracht der geringen Unterschiede Glucose eben- 
swenig als eigentliches Garsubstrat wie als Ausgangsmaterial der 
vermuteten Zwischenzuckerbildung angesehen werden. Deswegen 
wurde in der Folge nur noch glucosefreie Ringerlésung als Medium fiir 
Girungsmessung und aerobe Vorperiode verwendet. 


Es sei hier noch kurz darauf eingegangen, wie der beobachtete 
Garverlauf durch die Zwischenzuckerhypothese erklart werden kann. 
Hierzu werden folgende Annahmen gemacht: Die erste Garphase ist 
beendet, wenn der gesamte im Gewebe angehaufte Zwischenzucker 
verbraucht ist. Wenn keine Aerobiose in vitro vorausgegangen ist, 
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Abb. 4. 


Durchschnittliche Milchsaurebildung in glucosehaltigem und glucosefreiem Medium 
bei Hungerratten (,Glucoseversuche” schraffiert.) 


enthalt das Gewebe nur eine geringe Menge Zwischenzucker, insbesondere 
bei Hungerratten. Eine Neubildung von Zwischenzucker findet bei 
SauerstoffabschluB nicht statt. 


Die Anretcherung des Zwischenzuckers unter aeroben Bedingungen 
ist daran gekniipft, daB die Hydrolyse des Glykogens schneller erfolgt 
als der Verbrauch der Hydrolysenprodukte im aeroben Stoffwechsel! 
und ihr etwaiger Schwund durch Diffusion in die Suspensionsfliissigkeit. 
Nimmt man ferner an, dali die Geschwindigkeit der Glykogenhydrolyse 
aunahernd der Glykogenkonzentration entspricht?, so wird verstindlich, 


‘ Es ware verstandlich, wenn gerade bei Lebergewebe eine derartige 
Inkoharenz zwischen hydrolytischer Spaltung des Glykogens und dem 
Verbrauch der Hydrolysenprodukte im Stoffwechsel in vitro auftritt. 
Die Verzuckerung des Glykogens in der Leber als einem Depotorgan des 
Kérpers ist sicher weit weniger dem Eigengewebsstoffwechsel koordiniert 
als dem Gesamtstoffwechsel des Tieres. In vitro mégen deswegen 
Regulationsmechanismen fehlen. 

* So findet Lohmann (diese Zeitschr. 178, 444, 1926) im Muskelextrakt 
zwischen 0,1 und 1°, Glykogen annéhernde Proportionalitét von Hydro- 
ysengeschwindigkeit und Substratkonzentration. 
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dab es im Gewebe von Hungerratten nicht zu einer Zwischenz 
anreicherung kommen kann, weil hier bei geringem Glykogeny: |) }; 
und langsamer Glykogenspaltung die Hydrolysenprodukte sch, 
aerob verbraucht werden. 


In der zweiten Garphase wird allein ein schwerer spaltbarer. 7| 
eigner Zucker umgesetzt. Seine Konzentration halt sich einerscit. 
wegen seines langsamen Verbrauchs, andererseits, weil er auch unte 
anaeroben Bedingungen nachgebildet werden kann, iiber linger 
Zeiten hinreichend konstant, so daB eine gleichbleibende Gargesch wit \y 
keit zustande kommen kann. Die Garungsintensitat ist in der zweiten 
Garphase bei ernahrten Ratten und Hungerratten deswegen annabherid 
gleich groB, weil wegen der langsamen Spaltung dieses Zuckers di 
Garungsgeschwindigkeit weitgehend unabhingig von der Geschwindig 
keit der Glykogenhydrolyse ist. 


Die Ergebnisse aller Einzelversuche, in denen die spontane Girung 
nach sofortigem und nach nachtraglichem Ersticken bei ernaihrten wn 
hungernden Ratten gemessen wurde, sind in den Tabellen IT und II! 
zusammengestellt. 


Zur Charakterisierung des Garverlaufs sind immer drei Messungswert» 
angegeben: der aus der Druckinderung in den ersten 10 Minuten nav! 
Messungsbeginn extrapolierte Q\?-Wert und die aus den Druckdifferenzen 
in den ersten und zweiten 60 Minuten berechneten Werte. Letztere messe 
annahernd die mittlere Gargeschwindigkeit in der ersten und zweiten 
Garperiode. Bei linearem Verlauf sind die Stundenwerte mit einem Stern 
bezeichnet. Als prozentuale Extragérung ist der Quotient 


Ne ]nachtr r 7yNe gleich 
Lea} — Lex] 
N leich 
[ex |* 


bezeichnet (nachtr. = nachtraglich erstickt, gleich = gleich erstickt). Zu 
seiner Berechnung sind nur die Q)?-Werte fiir die ersten Versuchsstunide 
verwendet. 


In der Rubrik ,,Tiermaterial“‘ bedeutet ein (W.) hinter dem Bezux- 
datum der Tierserie: als einheitlicher Wurf bezogen. Unter ,,Fiitterunc’ 
bedeutet ein n. : normale Kost (Brot und Hafer), ein Z. mit Datum: Zufiitterwi. 
von Kochzucker ad libitum zur Normalkost vom bezeichneten Tage «| 
M. Z. M. hei8t Mehl-Zucker-Milchsuppe als einzige Kost in der bezeichnete 
Periode. Das Gewicht der Versuchstiere ist anfangs nicht festgeste!!t 
worden. Alle Tiere sind als 100-g-Ratten bezogen. Die Gewichtsunter 
schiede werden wohl auch bei den nicht gewogenen Tieren in dem sj. 
beobachteten Gréfenbereich gelegen haben. 


.100 


Als ,,Vorbereitungszeit“‘ ist beim gleich erstickten Gewebe die Zeit 
von der Tétung des Tiere:, beim nachtraglich erstickten die Zeit von !°: 
endigung des aeroben Versuchsteils bis zum Messungsbeginn bezeic!u. 
Von EinfluB auf das Messungsergebnis ist, wie im zweiten Teile der Arbet 
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gezeigt werden wird, nur derjenige Teil der Vorbereitungszeit, in 
sich das Gewebe bei Kérpertemperatur befindet. Diese Zeiten konnten 
man aus den Tabellen IT und III ersehen kann, fiir die korrespondier 
sofort und nachtraglich erstickten Gewebsportionen meist anndhernd »), 
gehalten werden. In den Versuchen, wo relativ gréBere Differenze: 
stehen (Tabelle ITI, Nr. 9, 19 und 22), ist dies nicht von Belang, 
Gérungsgeschwindigkeit sich hier in der ersten Versuchsstunde nic}: 
heblich andert. Die Vorbereitungszeit bei 37,5° betrug in den ersi~ 
Versuchen 15 bis 20 Minuten, bei der Mehrzah! der Versuche abe: 

9 bis 12 Minuten. Es ist méglich, daB infolgedessen bei den ersten Versuch 
die Gérungswerte nach 10 und 60 Minuten etwas, wenn auch nicht 
wesentlich, zu niedrig sind. 


Tabelle II bringt die bei Hungerratten gefundenen Werte. Wj 
man sieht, weichen die bei verschiedenen Versuchstieren gefundenen 
Werte nur unerheblich voneinander ab. Eine Ausnahme bildet Versuc! 2 
Hier ist die Anfangsgeschwindigkeit der Girung nach nachtriglichem 
Ersticken fast doppelt so groB wie der entsprechende Durchschnittswert 
bei simtlichen Versuchen, und die Girung wird in der zweiten Stunde 
unmeBbar klein (vgl. Protokoll 2B, Reihe 0°2 082 Nr. 2).  Sonst ist 
der Garverlauf in der zweiten Versuchsstunde nach sofortigem Er 
sticken bis auf Versuch | (Abfall 25°,), nach nachtriglichem Er 
sticken wenigstens in der Mehrzahl der Versuche geradlinig. Kin 
geringe prozentuale Extragirung ist in den meisten Versuchen nach 
weisbar. 


Unvergleichlich gréBer ist die Streuungsbreite der Garungswert: 
bei erniihrten Ratten (Tabelle III). Nach sofortigem Ersticken stimmt 
wenigstens die Mehrzahl der Garungswerte in der GréBenordnung 
iiberein: von den 10-Minuten-Werten liegen 23 zwischen 1,5 und 3.1) 
7 zwischen 3 und 4 und 4 Werte iiber 5; von den 60-Minuten-Werten 
liegen 24 (= 70°) zwischen 1,2 und 2; 9 (= 25%.) zwischen 25 
und 4,0 und 2 iiber 4; in der zweiten Versuchsstunde _liegen 
alle Werte bis auf zwei zwischen 0,9 und 1,6, bei meist linearem 
Girverlauf. Sonst setzte geradliniger Verlauf nach 80 bis 100) Mi 
nuten ein und konnte dann bis in die vierte Versuchsstunde beo) 


achtet werden. 


Nach nachtraiglichem Ersticken kann man von einer maximalen 
Haufigkeit bei den 10- und 60-Minuten-Werten kaum sprechen. Nur 
die Zweistundenwerte zeigen ein ausgesprochenes Haufigkeitsmaximun 
und zwar in demselben GréBenbereich zwischen 0,9 und 1,6, dem auch 
die meisten Ergebnisse bei gleich ersticktem Gewebe angehérten 
Geradliniger Garverlauf ist hier allerdings selten. Fast stets abt jedoch 
der Abfall der Gargeschwindigkeit nach 80 Minuten erheblich nach 
Die maximaten Giarintensititen (Q¥?-Werte nach 10 Minuten), (i 
nach nachtraglichem Ersticken in den einzelnen Versuchen beobac)itet 


Ml 


Tabelle 
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wurden, liegen zwischen 5 und 17*. Q¥?-Werte unter 5 kamen in dieser 
Versuchsreihe dreimal zur Beobachtung (Versuche 3, 9, 25). In diesen 
Versuchen zeigt sich keine Wirkung der aeroben Vorperiode auf die 
Garintensitat: die 60-Minuten-Werte halten sich in der bei Hunger- 
ratten gefundenen GréBenordnung; die prozentuale Extragirung ist 
Null. 


Wihrend sich die 10-Minuten-Werte recht gleichmaBig zwischen 
5 und 17 verteilen — der Mittelwert ist 10,5 —, liegt die Mehrzahl 
der 60-Minuten-Werte bei ebenso groBer Streuungsbreite (3 bis 15) 
zwischen 3 und 7. Der Abfall der Gargeschwindigkeit in der ersten 
Versuchsstunde erfolgt also oft sehr schroff. 


Die Tatsache, daB auch bei Versuchen mit niedrigen Q¥-Werten 
fiir die erste Versuchsstunde die anfingliche Girgeschwindigkeit oft 
relativ hoch ist, legt die Vermutung nahe, daB niedrige Garintensitiaten 
nach nachtraglichem Ersticken nicht durch geringes Garvermdégen, 
sondern durch geringen Zwischenzuckergehalt des betreffenden Leber- 
gewebes verursacht werden. Da nun, wie friiher auseinandergesetzt, 
angenommen war, daB die Zwischenzuckermenge, die sich wahrend 
der aeroben Versuchsphase anhiufen kann, in erster Linie durch den 
Glykogengehalt der Leber bestimmt wird, wurde untersucht, ob sich 
durch eine zuckerreiche Ernahrung der Ratten ein gleichmabigerer 
Effekt des nachtraglichen Erstickens erzielen und ein Ausfall der 
Extragarung wie in den angefiihrten drei Versuchen vermeiden liebe. 
Die Versuchsergebnisse schienen anfangs diese Vermutung zu _ be- 
statigen’. Die Betrachtung einer gréBeren Versuchszahl ergab aber, 
daB keine Abhangigkeit der Intensitat und des Verlaufs der Garung 
nach nachtriglichem Ersticken von der Ernihrungsart der Ratten 
besteht. Auch bei ,,Zuckerratten“ ist Ausfall der Extragirung zu 
verzeichnen (vgl. Versuche 9 und 25), und die GréBe der Garung nach 
nachtriglichem Ersticken ist genau so groBen Schwankungen von 
Versuch zu Versuch unterworfen, wie bei normal ernahrten Tieren. 
Allerdings wurde nicht geprift, ob durch die angewendete Ernahrungs- 


* Es sei hier bemerkt, da8 die Héchstwerte wohl annéhernd die obere 
Grenze des Garvermégens der stationéiren Rattenleber darstellen. Wie in 
einer spaéteren Mitteilung gezeigt werden wird, werden sie auch bei Ver- 
wendung eines anderen Géarsubstrats, der Fructose, nach sofortigem wie 
nach nachtraglichem Ersticken erreicht, aber selten iiberschritten. Betont 
sei noch, daB nur bei der Leber ernahrter Ratten in fructosehaltigem Medium 
die Garungsgeschwindigkeit oft, wenn auch nicht stets, so hoch ist. Bei 
Hungerratten findet sich bei Fructosegegenwart keine wesentlich héhere 
Garintensitat als bei Glucosegegenwart. 

1 In einer Arbeit in der Zeitschr. f. Krebsforschung (27, 125, 1928) 
ingegeben. 














276 O. Rosenthal: 


weise der Glykogengehalt des Lebergewebes beeinflubt wird. Ajj, 
es ist auch mit der Méglichkeit zu rechnen, da der Kohlehydratge}\,); 
nur ein begrenzender, nicht der mabgebende Faktor fir die Wirksam i; 
der Aerobiose ist. 

Es wurde deswegen daran gedacht, dali Rassenunterschiede fi, 
das differente Verhalten der einzelnen Versuchstiere verantwortlich 
zu machen seien, und in der Folge nur noch mit Tieren gleichen Wurfs 
gearbeitet. Aber nur der erste daraufhin untersuchte Wurf zeigte gro\ 
und untereinander gut tibereinstimmende Garungswerte nach nac} 
triglichem Ersticken; bei allen anderen Wiirfen sind die Versuclis 
ergebnisse nicht weniger schwankend als bei den uneinheitlichen ‘Tie: 
serien. (Weitere Versuche mit Tieren der Wiirfe vom 13. und 26. N 
vember finden sich noch in Tabelle [X.) Ob die einheitlicheren Versuc})s 
ergebnisse bei den zuerst betrachteten vier Tieren durch ihre zeitweilig: 
andersartige Ernahrung bedingt sind, mu6 dahingestellt bleiben. Waly 
scheinlich ist es wegen der Kiirze dieser Periode und ihrem recht grotien 
Abstand von der Verwendungszeit der Tiere nicht. 


Ebensowenig wie von der Rasse, zeigt sich eine Abhangigkeit 
der Versuchsergebnisse vom Gewicht und damit wohl auch, wenigst:ns 
in dem hier betrachteten Bereich, vom Alter der Versuchstiere 


In den bisher besprochenen Versuchen war die Mannigfaltigkeit in 
der GréBe der prozentualen Extragirung hauptsachlich durch Ver 
schiedenheiten der Girintensitiit nach nachtraglichem Ersticken ver 
ursacht. Falls die Extragirung ausfiel, war die Garung so gering. wir 
sonst bei Hungerratten. Es fanden sich aber auch Versuche, in denen 
die prozentuale Extragirung geringe positive oder sogar negative 
Werte ergab, ohne dab die absoluten Girungswerte nach nachtriglichen 
Ersticken unter der bei ernahrten Ratten gewohnten Groébenordnung 
lagen. Hier hat bei den sofort erstickten Schnitten die Garung gleich 
GréBenordnung und gleichen Verlauf wie sonst nur nach voraus 
gegangener Aerobiose (vgl. Versuche 12, 31, 32 35: in ihnen ist stets 
Q¥? nach 10 Minuten gréBer als 5). Die notwendigen Bedingungen 
zum Zustandekommen der Extragirung sind also aus nicht erkennbare: 
Griinden schon ohne Vorbehandlung der Schnitte erfillt. Beispie!- 
weise kénnte das zelleigne Kohlehydrat gianzlich oder zum gréliten 
Teile schon in vivo als Zwischenzucker vorliegen, so da wahrend der 
Aerobiose in vitro die Zwischenzuckerkonzentration gar nicht oder nur 
wenig zunehmen konnte bzw. sogar méglicherweise durch Diffusion 
Atmung und aerobe Girung herabgesetzt werden miiBte. Wie im 
folgenden Abschnitt gezeigt werden wird, sinkt in der Tat in diese! 
Versuchen die Intensitat der Gairung nach nachtriaglichem Erstic)« 
mit der Dauer der aeroben Versuchsphase (vgl. Tabelle V). 
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Wenn man alle atypischen Versuche (in der Tabelle eingeklammert) 
It ausnummt, so ergibt sich als Durchschnittswert der prozentualen Extra- 
ng + 290°... der maximalen Girintensitat 10.6 und der mittleren 


t garung 


(arintensitaét in der ersten Versuchsstunde und Garphase 7,55. Die 

entsprechenden Werte bei Hungerratten waren + 8° ,, 2.32 und 1,32 
h Wahrend stationires Lebergewebe Traubenzucker in der Anaero- 
{ biosee kaum anzugreifen vermag, wird vom fitalen Lebergewebe und 
Gewebe friseh geworfener Ratten Glucose mit erheblicher Geschwindig- 
h keit gespalten!. Bei 4 bis 5g schweren Fiéten und sofortigem Ersticken 
n glucosehaltigem Medium hatte V7 im Mittel etwa den bei erwachsenen, 


I ernihrten Tieren nach nachtriglichem Ersticken fiir die maximale 

Garintensitat gefundenen Durchschnittswert. Die Spontangarung 
: betrug in einem orientierenden Versuch 2.2 gegeniiber 7,2 bei Glucose- 
r gegenwart, also kaum ein Drittel der Gesamtgirung. Es fragte sich 
! nun, ob bei wachsender Leber, wo die Garung schon nach sofortigem 
n Ersticken groB ist, eine Extragirung zustandekommt und, gegebenen- 


falls, ob sie, wie bei stationirem Speicheldriisengewebe. auch die 
Glucosevergirung betrifft. 

In Tabelle IV sind die diesbeziiglichen Versuche zusammen- 
gestellt. Fiir jeden Versuch wurden drei bis vier Lebern verwendet 
Bei fotaler Leber wurde die an und fiir sich bedeutende Garung nicht 
lurch die vorangegangene Aerobiose gesteigert. Fitale Leber zeigt 
ilso noch nicht diese Eigentiimlichkeit stationaren epithelialen Driisen- 
gewebes, sondern verhalt sich wie alle tibrigen stark garenden Gewebe. 
Entgegen dem friiheren Befund ist hier die Leergirung sehr grob: sie 
betrigt etwa 70°, der Garung in glucosehaltigem Medium, ja_ in 
Versuch 2, nach sofortigem Ersticken, sogar etwas mehr als letztere 
Die Mehrgarung bei Traubenzuckergegenwart ist in Versuch 1 etwa 
ebenso groB, in Versuch 2 (nach nachtraglichem Ersticken) geringer 
is bei dem friiher untersuchten Fétus. Es ist also bei wachsender 
Leber nicht nur, wie friiher angenommen, die Glucosevergarung, sondern 
weh die Spontangarung gegeniiber stationarem Gewebe gesteigert, 
wenn auch erstere relativ starker. 


: Bei frisch geworjenen Ratten ist in dem einen Versuch, wo die Tiere 


n inmittelbar nach dem Wurf untersucht werden korinten, in zusatz- 
1 freier Lésung eine Extragirung festzustellen. Die Glucosevergarung 
ir wird ebenso wie bei stationarer Leber nicht gesteigert, ja die Mehr- 


girung bei Glucosezusatz ist sogar nach nachtriglichem Ersticken 
7 geringer als nach sofortigem. Offenbar kénnen sich Leergirung und 
Glucosevergarung nicht summieren, weil die maximale Intensitat der 


' Vel. Rosenthal und Lasnitzki, 1. . 
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Vilchsaurebildung, die durch die Konzentration des Garungsferments 
n der Leber bestimmt ist, auch ohne Glucosezusatz schon erreicht ist. 
Nach nachtraglichem Ersticken ist, wie auch sonst meist, eine starkere 
Girung bei denjenigen Schnitten festzustellen, die aerob in glucose- 
haltigem Medium gewesen waren. 

Beim Lebergewebe einen Tag alter Ratten fand sich keine 
Extragirung, vielleicht aus demselben Grunde wie bei erwachsenen 
Hungerratten. Denn die Nahrungsaufnahme in den ersten 24 Stunden 
nach dem Wurf ist gering. Ob diese Vermutung richtig ist oder 
ob das abweichende Ergebnis von Versuch 3 auf einem Ver- 
suchsfehler beruht, lieB sich bisher aus Mangel an geeignetem 
Tiermaterial nicht entscheiden. Es bleibt also ungewib, ob ein 
Mindestalter der Versuchstiere zum Zustandekommen der Extra- 
girung notwendig ist und nur sicher, da8 die Extragaérung im fotalen 
Leben noch fehlt. 


Die wesentlichen Ergebnisse der Abschnitte I und LI lassen sich 
folvendermaBen zusammenfassen: 


1. Die Extragirung nach nachtraglichem Ersticken von Leber- 
gewebe ist Milchséuregirung. Das Garsubstrat sind zelleigene Kohle- 
hydrate. 


2. Die Extragirung findet sich niemals bei Hungerratten. Das 
Ernihrtsein der Tiere ist fiir das Zustandekommen der Extragirung 
notwendig, aber wie 20°, Ausfalle zeigen, nicht hinreichend. In einem 
Teile der Fille erwies sich die Aerobiose deswegen als unwirksam, 
weil, wie die groBe Garung des gleich erstickten Gewebes zeigte, 
die Bedingungen zum Zustandekommen der Extragirung schon 
vorher gegeben waren; bei dem anderen, wo die Géarung nicht 
grBer als bei Hungerratten war, blieb es ungewib, ob der 
Ausfall durch einen zu geringen Kohlehydratgehalt dieser ~Lebern 
oder durch das Fehlen eines anderen fiir die Extragirung nétigen 
Faktors bedingt war. Diese beiden Méglichkeiten, verschiedener 
Kohlehydratgehalt oder Unterschiede in der Wirksamkeit eines 
anderen Faktors, kommen auch fiir die Entstehung der sehr ver- 
schiedenen GréBe der Extragirung bei verschiedenen Lebern in 
Betracht. 


3. Die Extragarung findet sich nicht bei fitaler Leber. Welches 
Mindestalter der Versuchstiere fir ihr Zustandekommen notwendig ist, 
bleibt unbestimmt. Die Ratten in den unter 2. erwahnten Versuchen 
hatten, wie die Unabhiangigkeit des Zustandekommens der Extra- 
garung vom Gewicht der Versuchstiere zeigt, sicher immer diese Alters. 
grenze tiberschritten. 
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Ill. Einflu8 tiuBerer Faktoren auf das Zustandekommen der Extragirwne, 
A. Die Dauer der aeroben Versuchsperiode. 


In Tabelle V finden sich fiinf Versuche, in denen je eine Gewe}y 
portion nach 15, 30 und 60 Minuten langer Aerobiose erstickt wuri; 
Es ergibt sich, daB der maximale Effekt der Aerobiose stets nach 3 
oft schon nach 15 Minuten erreicht ist. Eine weitere Ausdehinung 
der aeroben Versuchsphase bis zu einer Stunde beeinfluBt die Intensita: 
der Garung nach nachtriaglichem Ersticken gar nicht oder verminder: 
sie. Die Verminderung ist in Versuch 3 am ausgesprochensten. §; 
gehért zu den schon besprochenen Versuchen, in denen die prozentua\ 
Extragirung negativ war und die Garung nach sofortigem Ersticke: 


groB. 

Obwohl nach dem Obigen eine halbstiindige Aerobiose hinreichen( 
ist, wurde vorliufig eine einstiindige Dauer beibehalten, um _ nich 
durch Variation mehrerer Versuchsbedingungen die Vergleichsméglich 
keit der Versuchsergebnisse zu erschweren und um Spielraum fiir div 
spiter zu besprechende Messung des aeroben Stoffwechsels zu haben 


Grote der Extragérung 


die 


B. Die Temperatur wahrend der aeroben Versuchsperiode. 


In den Versuchen 2, 3 und 4 (Tabelle VI) blieb die Extragirung 
aus, falls die Schnitte vorher bei 0° oder 20° gehalten worden waren 
wiahrend sie bei den vorher bei Kérpertemperatur bewegten Gewebe 
portionen stets erheblich war. Dagegen zeigte sich in Versuche | und 5 
kein derartiger Temperatureinflu8 auf die Intensitat der Garung nach 
nachtraglichem Ersticken. Bei Versuch 5 ist dies verstindlich; denn 
es handelt sich hier um einen beziiglich der Extragirung atypische 
Versuch. Die Ursache des abweichenden Verhaltens von Versuch | 
ist unklar. Es ist méglich, daB die zum sofortigen Ersticken benutzten 
Schnitte aus einem anderen Leberlappen stammten, und dai} sich 
verschiedene Leberabschnitte nicht stets gleichsinnig verhalten. Wu 
kommen auf diesen Versuch noch im Absatz C zuriick. In allen folgende: 
Versuchen ist iibrigens bei Benutzung mehrerer Leberlappen auf eine 
méglichst gleichmaBige Verteilung des Materials auf die zu ver 
gleichenden Gewebeportionen geachtet worden. 


Trotz des einen herausfallenden Versuches scheint der Schlub ¢ 
rechtfertigt, dafS Kérpertemperatur fiir die Wirksamkeit der Aerobios 
notwendig ist. 


der aeroben Versuchsperiode aut 
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C. Die Zusammensetzung der Ringerlésung. 


Der EinfluB des Fortlassens des Bicarbonats waihrend der Aero}io~ 
auf die Intensitét der Garung nach nachtriglichem Ersticken ist 
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betrachtlich (vgl. Tabelle VII). Meist ist die Garung bei denjeniy 

Schnitten geringer, die vorher in bicarbonathaltiger Lésung gew. 

waren, was auf einem geringen aeroben Zwischenzuckerverbrauch | 

Bicarbonatgegenwart beruhen kénnte. In den Versuchen la bis 

sind die Gewebeschnitte in offener Schale bei Zimmertemperat 

belassen worden, um den EinfluB derjenigen Bedingungen zu_priife; 
denen die Schnitte stets wihrend der Vorbereitungszeit bei Zimn 
temperatur ausgesetzt sind. Die Garung nach nachtriglichem Erstic\«, 
ist hier immer geringer als bei den bei gleicher Temperatur, abe 
optimaler Sauerstoffversorgung gehaltenen Schnitten und wiederun 
meist geringer bei Bicarbonatgegenwart. Es scheint also Gewel» 
zucker schon wihrend der Vorbereitungszeit vergoren zu werde 
Nach Versuch 1, dem bereits bei Besprechung von Tabelle VI erwahnte: 
unklaren Versuch, miiBte sich auch Zwischenzucker bilden. Es jst 
dann aber nicht ersichtlich, weswegen die bei den gleich erstickten 
Schnitten gemessene Girintensitat noch gar nicht auf eine Zwischen 
zuckerbildung hinweist; denn die Vorbereitungszeit war bei dicse 
Schnitten nicht in demselben Mabe kiirzer, wie ihre Garung geringer ist 


In Tabelle VIII finden sich die Ergebnisse von Versuchen, in dene: 
der EinfluB des Fortlassens von Kalium und Calcium aus der Ringer 
lésung auf das Zustandekommen der Extragarung und auf die Garung 
an sich untersucht wurde. Messungen in bicarbonathaltiger Kochsalz 
lésung (NaCl-+ Bi) statt in Ringerlésung wurden zunachst nur bei 
Gelegenheit von NaF-Zusatzversuchen zur Vermeidung des Aus 
fallens von CaF, vorgenommen. Ziel dieser Versuche war die Ent 
scheidung der Frage. ob die vermutete Zwischenzuckeranreicherung 
etwa auch in Anaerobiose zustande kommt, falls nur die Zwischen 
zuckervergirung durch den Fluoridzusatz verhindert wird, oder 
ob Sauerstoffgegenwart fiir die Bildung des Zwischenzuckers wt 
wendig ist. 

Wider Erwarten zeigte sich aber, dab bei Fehlen der genannter 
Kationen Extragirung auch nach einer aeroben Vorbehandlung ces 
Gewebes in fluoridfreiem Medium nicht zustande kommt. Die Garung 
an sich ist in der Kochsalz-Bicarbonatlésung nur unbedeutend gehemmt 
(um etwa 10°"). Die wieder beziiglich der Extragarung atypischen 
Versuche 4 und 5 zeigen, daB das Fortlassen von Kalium und Calcium 
wihrend der Aerobiose belanglos wird, falls, wie angenommen, selon 
vorher die Bedingungen zum Zustandekommen der Extragarung 


1 Bei Tumoren ist die anaerobe Garung in Kochsalz-Bicarbonat!ostuu 
starker herabgesetzt, und zwar um etwa 40° beim Flexner-Joblin 
Carcinom und um etwa 25% beim Jensen-Sarkom. Vgl. hierzu A. Lasni/ 
und O. Rosenthal, diese Zeitschr. 207, 120, 1929. 
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yeecben sind. Falls die Zwischenzuckerhypothese zu Recht besteht, 
peweisen sie ferner, daB der Ausfall der Extragirung in den tbrigen 
Versuchen nur durch eine Hemmung der Zwischenzuckerbildung, 
nicht durch einen gréBeren Verbrauch wahrend der Aerobiose bedingt 
sein kann, 


D. Ersatz der Ringerlésung durch Serum. 


Es wurde stets aktives, nur wenige Stunden altes Rattenserum benutzt, 
von dem etwa 8 cem pro Versuch benétigt wurden. Die hierzu erforderliche 
Blutmenge wurde durch Herzpunktion von vier bis fiinf ernéhrten Ratten 
gewonnen, die durch kurzes Wiirgen betéubt waren. Die einzelnen Blut- 
portionen wurden der Spontangerinnung bei Zimmertemperatur iiber- 
lassen, danach zentrifugiert und die Sera vereinigt. Die Einzelsera waren 
meist mehr oder minder himolytisch, so da8 es nicht gelang, blutfarbstoff- 
ireie Mischsera zu erhalten. 


Dem Versuchsserum wurde isotone NaHCO,-Lésung bis zu einer 
Bicarbonatkonzentration von etwa 2,5.10-*Mol/Liter zugesetzt. Zur 
Ringerlésung in den Parallelversuchen wurde so viel isotone Glucoselésung 
hinzugegeben, wie der nach Hagedorn-Jensen bestimmten Zuckerkonzen- 
tration des Vergleichsserums entsprach. 


Die Préparation des Gewebes erfolgte stets in demselben Medium, in 
dem die Messung vorgenommen werden sollte. 


Da im Serum schon vielfach ein qualitativ und quantitativ anderer 
aerober Stoffwechsel als in Ringerlésung beobachtet wurde, ist in dieser 
Versuchsreihe auch stets der Stoffwechsel wahrend der aeroben Versuchs- 
phase gemessen worden. Hierdurch sollte gepriift werden, ob etwaige 
Wirkungsunterschiede der Aerobiose in diesen verschiedenen Medien mit 
Unterschieden des aeroben Stoffwechsels in Beziehung zu setzen seien. 
Die Dauer der aeroben Vorperiode betrug auch in diesen Versuchen 
60 Minuten. 

Beziiglich der hier verwendeten Zwei-Kastchen-Methode zur Messung 
von aerober Gaérung und Atmung sei auf das zitierte Buch Warburgs ver- 
wiesen. Es sei hier nur daran erinnert, da die Stoffwechselquotienten Qo,. 
Q? und QF? (= Qo? — Qo,) Sauerstoffverbrauch, Gesamtsaurebildung und 

Kubikmillimeter 


—T - - - : —— @uUs- 
Milligramm Gewebegewicht » Stunden 


aerobe Milchsaéurebildung in 
driicken. 


Zu den Qi?-Werten im Serum ist noch zu bemerken, daS nur die 
Stundenwerte exakt sind, weil nur hier die gebildete Milchsiuremenge 
immer annéhernd derjenigen entsprach, fiir die die Serumretention fest- 
gestellt war. Die 10-Minuten-Werte sind etwas zu niedrig, die Werte fiir 
die zweite Versuchsstunde etwas zu hoch. 


Nachtraglich erstickt wurde in denselben beiden Trégen und der- 
selben Suspensionsfliissigkeit, in denen die aerobe Stoffwechselmessung 
erfolgt war. Nur wurde vorher die Suspensionsfliissigkeit in beiden Trégen 
auf gleiches mittleres Volumen gebracht. Einzelheiten gehen aus dem in 
Protokoll 3 ausfiihrlich wiedergegebenen Versuch hervor. 
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Die vergleichenden Stoffwechselmessungen in Serum und Ringer- 
jsung sollten die Frage priifen, ob etwa die zur Extragirung fiihrenden 
Vorgange auf einer Zellschadigung durch die Ringerlésung beruhen. 
Takane denkt bei der von ihm beobachteten Zunahme der niederen 
Kohlehydrate an diese Méglichkeit und erinnert an die Erfahrung 

«rs, daB die Glykogenhydrolyse in der Froschleber durch Struktur- 
erstorung gesteigert wird. 

Die Ergebnisse meiner Versuche (s. Tabelle VIII) geben fiir das 
Vorliegen einer Zellschadigung in Ringerlésung keinen Anhaltspunkt 
Die maximale Intensitat der Garung und die Milchsdurebildung in 
ler ersten Versuchsstunde nach nachtraglichem Ersticken stimmen 
sets in Serum und Ringerlésung der GréBenordnung nach iiberein 
Dagegen zeigte sich eine andere unvorhergesehene Serumwirkung, auf 
ler die geringere Extragarung bei den Serumversuchen und auch der 
grobere relative Unterschied zwischen den Garungswerten nach nach- 
traglichem Ersticken in den Versuchen 4a und 4b beruhen: die Garung 
ach sofortigem Ersticken ist im Serum stets erheblich gréBer als in 
Ringerlésung. Das Wesen dieser Erscheinung, insbesondere ob es 
sich um Spontangarung oder um Vergarung von Traubenzucker bzw. 
eines anderen etwa im Serum vorhandenen Garsubstrats handelt, 
bleibt vorerst ungewiB. 

Unbeschadet aber von dieser Nebenwirkung des Serums bleibt 
lie Tatsache, daB der Effekt einer vorangegangenen aeroben Versuchs- 
veriode auf die Garungsintensitat in der folgenden anaeroben Periode 
inabhangig davon ist, ob sich das Gewebe in Ringerlésung oder Serum 
vefindet, sondern genau wie sonst in erster Linie von inneren Faktoren 
ibhangt; in Versuch 4, bei dem in Ringerlésung die Garungsintensitaten 
ind die Extragiirung kaum die bei Hungerratten gewohnten Werte 
iberschreiten, bleibt auch in Serum die Aerobiose ohne Wirkung. 
Dieser Versuch zeigt iibrigens noch auBerdem, daB die verschjedene 
Wirksamkeit der Aerobiose nicht mit Unterschieden im aeroben Stoff- 
wechsel zusammenhingen kann. Die hier gemessenen aeroben Stoff- 
wechselgr6Ben weichen nicht wesentlich von den in anderen Versuchen 
uit groBer Extragarung gefundenen ab. 

Bemerkt sei noch, dai der von Meyerhof* beobachtete Serumeffekt, 
er von Lasnitzki und mir (l.c.) im inaktivierten Pferdeserum vermibt 
wurde, sich hier bei Verwendung des frischen, artgleichen Serums ebenfalls 
‘indet: im Serum ist die Atmung immer gréGer und der scheinbare respira- 
torische Quotient immer kleiner als in Ringerlésung. Eine aerobe Giarung 
intt im Serum niemals auf. Da der Serumeffekt zum groben Teile durch 


en Milechséuregehalt des Serums bedingt wird, wurde dieser in allen hier 
verwendeten Mischseren nach Mendel-Goldscheider bestimmt. Wie man 


‘ Diese Zeitschr. 157, 459, 1925; 171, 380, 1926. 
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aus den in Tabelle VIII angegebenen Werten ersieht, war die Milehsi ir. 
konzentration stets sehr groB. In den ersten beiden Versuchen gelany 
das Kolorimetrieren deswegen nicht; in den iibrigen wurde das Serum yo 
der Verarbeitung dreifach verdiinnt. Die friiher benutzten Pferdesere 
enthielten 50 bis 60 mg-% Milchséiure. Ob ihre verschiedene Wirksamkei; 
hierauf beruht, sei dahingestellt. 


E. Ergebnisse. 


Die wesentlichsten Ergebnisse des Abschnitts Il, der sich mit 
dem EinfluB auBerer Faktoren auf das Zustandekommen der Extra. 
garung beschaftigt, sind folgende: 


1. Die maximale Wirkung der aeroben Versuchsperiode auf di 
Intensitat der Garung nach nachtriglichem Ersticken ist nach 15 Minuten 
fast erreicht. Ausdehnung der Aerobiose tiber 30 Minuten andert an 
der Garintensitit nichts mehr oder verringert sie. 


2. Fir die Wirksamkeit der Aerobiose ist offenbar Kéorper. 
temperatur (37,5°) notwendig. Wenigstens war die Aerobiose — mit 
Ausnahme eines unklaren Versuchs — bei 0 und 20° unwirksam. Dem. 
zufolge miissen in denjenigen atypischen Versuchen, in denen die Extra. 
girung ausfiel, die Garung nach sofortigem Ersticken aber in Grote 
und Verlauf das von der Extragarung gewohnte Bild zeigte, die Be 
dingungen zum Zustandekommen der Extragirung schon in viv 
vorhanden gewesen sein. 


3. Die Extragirung kommt nicht zustande, wenn wahrend der 
aeroben Versuchsperiode K- und Ca-freie Ringerlésung als Medium 
benutzt wurde. Die Garung an sich wird durch Verwendung einer 
derartigen Kochsalz-Bicarbonatlésung nur um etwa 10°, vermindert. 


4. Ersatz der Ringerlésung durch frisches, homologes Serum 
andert an dem Effekt der Aerobiose insofern nichts, als die Intensitat 
der Garung nach nachtraglichem Ersticken in beiden Medien sich als 
gleich erweist. Fiir die prozentuale Extragirung ergeben sich bei in 
Serum durchgefiihrten Versuchen geringere Werte als in Ringerlésung 
weil die Garung des gleich erstickten Gewebes im Serum stets groier 
ist als in Ringerlésung. Das Wesen dieses Serumeffekts ist noch un 
entschieden. 


5. Die Wirksamkeit der Aerobiose zeigt keine Abhingigkeit von 
der Intensitat des aeroben Stoffwechsels. 


F. Diskussion der Zwischenzuckerhypothese. 


Aus den unter E.1. angefiihrten Tatsachen laBt sich die bei cer 
Zwischenzuckerhypothese gemachte Annahme stiitzen, daB der Sauer 
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soft fir die Bildung und nicht nur fiir die Anreicherung dieses Zuckers 
notwendig ist. Anderenfalls ware man zu der unwahrscheinlichen 
Annahme gezwungen, daB die Glykogenhydrolyse durch die Aerobiose 
peschleunigt wird. Von vornherein ware auch denkbar, daB die Bildung 
ies Zwischenzuckers stets bei der hydrolytischen Spaltung des Glykogens 
inabhangig von Sauerstoffgegenwart erfolgt, und daB der Sauerstoff 
nur seine Anreicherung durch Beschriankung seiner Vergirung er- 
moglicht. Die beiden Garphasen kimen dann dadurch zustande, dab 
n der ersten Phase angehaufter Zwischenzucker noch auBer dem stets 
aus dem Glykogen gebildeten umgesetzt werden kann, wahrend in der 
sweiten Garphase, nach Verbrauch des angehauften Zwischenzuckers, 
lie Gargeschwindigkeit allein von der Bildungsgeschwindigkeit dieses 
Zuckers, also von der Geschwindigkeit der Glykogenolyse, bestimmt 
wird. Aus der geringen Garintensitit in dieser zweiten Phase! wiirde 
aber eine langsame Bildungsgeschwindigkeit des Zwischenzuckers 
bervorgehen. Dies wire aber mit der Tatsache, daB die maximale 
Wirkung der Aerobiose schon nach 15 Minuten fast erreicht ist, uicht 
verembar. 


Bleibt man also bei der Zwischenzuckerhypothese zur Erklarung 
der Extragirung, so scheint nach dem Obigen die Annahme gerecht- 
fertigt, daB die Bildung dieses Zuckers nur bei Sauerstoffgegenwart 
erfolgt oder zum mindesten auBerordentlich beschleunigt wird. Nicht 
ausgeschlossen wird aber die zweite wegen des Verhaltens von Speichel- 
driisengewebe in der Einleitung angefiihrte Erklarungsméglichkeit der 
Extragirung, daf nicht speziell im Lebergewebe ein besonders reaktions- 
fahiger Zucker wihrend der Aerobiose angereichert wird, sondern 
da8 allgemein bei epithelialem Driisengewebe eine Aktivierung des 
Garvermégens durch die Aerobiose erfolgt, wobei bei der Leber, die 
nur zelleigenen Zucker vergirt. sich diese Aktivierung nur bei einem 
hinreichend groBen Kohlehydratgehalt des Gewebes auswirken kann 
und Anhaufung niederer Zucker noch den Effekt steigern mag. 


Eine Entscheidung dieser Frage brachte die Untersuchung der zum 
Zustandekommen der Extragarung notwendigen auBeren Bedingungen 
nicht; wohl aber kann der beobachtete Ioneneffekt méglicherweise zu 
ihrer Klarung beitragen: Eine einheitliche Entstehungsursache der Extra- 
garung bei epithelialem Driisengewebe vorausgesetzt, miiBte auch bei 
Speicheldriisengewebe die Aerobiose nach Fortlassen der Kalium- und 
(aleiumionen aus der Suspensionsfliissigkeit unwirksam werden. Es 
lirfte also keine Beschleunigung der Traubenzuckervergarung eintreten. 


‘ Auch nach sofortigem Ersticken, wo der Glykogengehalt des Gewebes 
sicher noch nicht sehr erheblich abgesunken sein kann. 
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296 O. Rosenthal: 
Protokoll 3. Teil I. 
17. Dezember 1928. Leber einer ernahrten Ratte (Tabelle LX, Nr. 
115g schwere Ratte der Serie vom 26. November 1928. Tétung: 13 UU), os 
50 Minuten. 37,5°. Ringerlésung. Cx, Hco, = 2,5.10°*mol. 180mg pe 
Glucose. Manometer in den Thermostaten eingehangt: 14 Uhr 37 Minute: ee 
Messungsbeginn: 14 Uhr 49 Minuten. 
GefaB : c a b 
Im Gasraum... . 54°), COs in Ny 5.4%, COs, in O, 5.4 °/, COs in ( 
Volumina in com. . Up=50, Ug = 8,04 Up = 30, Ug 10,19 U; 7 Ve “ 
GefaBkonstanten | keg. = 0,986 Koo, 1,063 Koo, = 0,865 , 
in qmm | a ko. = 0,902 Ky 0,490 = 
Gewebegewicht . ; - 
in mg 8,73 7,58 7,89 veti 
se 
Zeit “ee 
1459 10 Min. +40mm — 3.0mm 14.5 mn : 
10 , +35 . —25 ,. —145 , 4 
10 , +30 , 25 , 13.0 . 
19 , +35 . 8.0 . 15.0 . 
15°9 a a +20 . —25 . 13.0 . 15 
15 fs, +25, - " 
0” +60 Stoffwechsel-| Yo, = 11,4, qd. l 1,2 
- . ” quotienten Qo? 0. Qe Qo, 0.984 
Aus b 2,0cem der Suspensionsflissigkeit 
= nach a iiberpipettiert. Wieder in de: 
§ Thermostaten eingehangt: 15 Uhr 58 Min 
| Messungsbeginn: 16 Uhr 9 Min. Im Gas 
Fa raum 5,4°% CO, in Nog. 
Up=50, Ug = 8,19 Up=50, Ug = 7,38 
i keg, = 1.000 koo. = 0,929 
164° F110 , +30 , + 18,0 mm + 16.5 mm 
a +35 . + 16.0 , + 15,0 
 » +20 . +115 , +125 - 
16 = 10, +2,0 , +105 , +110 , . 
a +35 , + 90 , + 85 ,. 
162 
17” 10 , +20 , + 50 , + 65 . 
20 , +50 , + 85 , + 85 6" 
20 , +35 . + 70 , + 60 , 
18° » . +50 , + 65 , + 60 , we 
Anaerobe Stoffwechselquotienten berechnet aus den Druckinderungen ie 
i. d. ersten 10 Min. = 373 { = 142 | 11,6 in der 
in der ersten Std. ey = 2,09 ey = 9,25 CY = 8,80 > 9 
s «= Se « | = 1,87 2,90 | 2,42 ? 
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7,5 Frisches Rattense 


se: 145mg-°, Milchséure. 
rhermostaten eingehangt : 


Protokoll 3. Teil IT. 
rum. Cyanco, = 2,5.107* mol.; 
Au®*® = 15,2; p, = 510°**. 


14Uhr 14Min.; 
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176 mg-°®,, Glu- 
Manometer in den 


Messungsbeginn: 14 Uhr 27 Min. 








* Pro ccm Serum retinierte Milchsiuremenge in cmm 
** Anfangskohlensauredruck in mm Brodiescher Sperrfliissigkeit 


Getab: c a b 
asraum. .« 54 CO, in Ne 5.4%) CO, in O, §4 % 9 CO, in Og 
Volumina in com Up=1,0, tg=—480 Up =0,5, Ug=5,52 Up=15, Ug =—317 
R = “Ro 
elakonstanten in a 0.478 Keo, = 0,513 Koo, 0,362 
ngcrios. In Qmm CO, ko, — 0.436 Ko, 0.282 
f J J J 
nad i> whet { : } 0,246 { -- } 0,136 { : } 0,136 
J; Jp M Sp ( Jp ‘ 
vefabkonstanten in s 
Serum inqmm . k y = 0,724 keo, 0,582 0,568 
sewebegewicht i.mg 6,72 5,30 4.20 
hit 
4°7 10 Min. + 8.0mm 11,0 mm — 30,0 mm 
 . + 85 , — 85, 25.5 , 
so . 8.0 10,0 27.5 . 
10. a 95 , 26,0 
15 -~ Yt 85 . — 95 . 28.0 
15° 10 , + 65 , : 
‘ or . dy ‘¢ 
20 . + 13,5 , Stoftwechsel-| Yo, 19,4, Qs 16,9 
ient O2 O; 76 
quotienten 1 ey 0, G2? Yo, 0.872 
Aus b 0,5cem Serum nach a_ iber 
pipettiert. Wieder in den Thermostaten 
§ eingehingt: 15 Uhr 34 Min., Messungs- 
Ss beginn: 15 Uhr 47 Min. Im Gasraum 
ct 5.4% CO, in Ng. 
& Up=10, ty=475 Up=10, tg =3,67 
a he 2 R 7 
2 Keo, == 0,497 ke 0» 0,379 
= Au Au 
= == 0,246 0,228 
& lols (ap) y . 
{ ky = 0,743 ky = 0,607 
155? 10 . + 55, + 15.5 mm + 19.0 mm 
”'. + 55 . +130 , + 16,5 
7 = + 55 , + 10,5 +130 , 
1627 10 , 4+ 46. + 70 . + oo. 
10 , + 50. + 70 . + 95 , 
6 10 , + 30 , + 45 , + 72 « 
30 +105 . +135 , +165 , 
10 , + 45. + 40 , + 65 , 
174  . + 50, + 65 + 95 
Anaerobe Stoffwechselquotienten berechnet aus den Druckainderungen 
d. ersten 10 Min. || . {= 5.16 " 13,0 — 16,5 
na 2 ay 5 4 est “2 
ider ersten Std. Vy 5,0 | Vy 8,05 Ou 10,8 
>: » Seen. . 5 = 3,66 3,36 sf 
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Zur Kenntnis des Verfahrens von van Slyke. 
Von 
L. Rosenthaler. 
(Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1929.) 


Van Slyke hat die Einwirkung der salpetrigen Saure auf di 
Aminogruppe dazu benutzt, um die quantitative Bestimmung der 
a-Aminosauren durchzufiihren, die bei der Hydrolyse von Eiweii 
stoffen entstehen. Dabei reagieren alle natiirlich vorkommenden 
Aminosiuren, mit Ausnahme des ', Stunde erfordernden Lysins 
innerhalb 5 Minuten so, daB sie bis zu Ende reagieren. Dieses Enc 
bedeutet in den meisten Fallen ein theoretisches Reagieren der a-Amino 
gruppe. Auch dariiber liegen einige Erfahrungen vor, wie die NH, 
Gruppe in anderen Stoffen als a-Aminosiuren und wie andersartiger 
Stickstoff reagiert'. Sehr viel ist es aber nicht, was dariiber bekann' 
ist. Ich habe nun — aus besonderer Veranlassung — eine Anzah! 
N-haltiger Stoffe darauf gepriift, wie sie sich bei dem van Slyke sche 
Verfahren verhalten. Als Apparat wurde der von Klein benutzt. Dw 
Stoffe wurden, wenn méglich in Wasser, anderenfalls in Eisessig (10 ccm 
gelést. Dabei kam es allerdings vor, daB der eine oder andere Stoff 
in dem Reaktionsgemisch teilweise ausfiel, was auf das Resultat nicht 
ohne Einflu8 sein kann. Da es sich schon bei den ersten Versuche: 
zeigte, daB die fiir die Zersetzung der meisten a-Aminosduren geniigen« 
Zeit von 5 Minuten bei den meisten der von mir verwandten Stoff 
nicht ausreichte, um eine weitgehende Zersetzung herbeizufiihren 
so wurde die Versuchsdauer linger ausgedehnt, bei den in Eisessig 
gelésten Stoffen auf 1, Stunde, bei den in Wasser gelisten bis zm 
12 Stunden. 


1 Naheres dariiber H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermitt|!unc 
organischer Verbindungen. 
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Das Resultat ist in N/Mol. angegeben. Dies bedeutet die von dem 
Grammolekil gasformig abgegebene Menge Stickstoff!. Dabei wurde, 
im eine einheitliche Berechnung durchfiihren zu kénnen, die tatsachlich 
gefundene Stickstoffmenge immer durch zwei dividiert, da aus einer 
NH,-Gruppe mit HNO, zwei N entstehen. 

Es ist ferner darauf hinzuweisen, da} von den angegebenen Stick- 
stoffmengen die bei den blinden Versuchen gefundenen Gasmengen 
bereits abgezogen sind, und zwar 1,7 ccm bei den in Eisessig gelisten 
Stoffen und 1,5cem bei den 12-Stunden-Versuchen der in Wasser 
gelosten. 

Da das Untersuchungsmaterial verhialtnismaBig gering ist, so 
sollen daraus keine weitgehenden allgemeinen SchluBfolgerungen ge- 
zegen werden. Einige Feststellungen lassen sich immerhin machen: 
Die NH-Gruppe in den substituierten Aminen oder den substituierten 
Amiden von Sauerstoffsauren reagierte in allen untersuchten Stoffen 
nicht mit salpetriger Séure unter Gasentwicklung. Die normale Reaktion 
st ja hier auch die Bildung von Nitrosoderivaten. Auch im Thio- 
harnstoff reagiert in Ubereinstimmung mit seiner Konstitution als 


; . NH . , 
Pseudothioharnstoff* NS .C<yy in der Hauptsache nur einer 


der beiden N, also wohl die NH,-Gruppe; im Allylthioharnstoff, dem 
Thiosinamin, reagieren aber innerhalb 12 Stunden sowohl die NH,- 
als die NH-Gruppe. 

Von den Hydrazinverbindungen gibt Diphenylearbazid CO(NH 
NH .C,H;), innerhalb 12 Stunden nur wenig Stickstoff, mebr 


bemerkenswerterweise — das  Diphenylearbazon CO(NH . NH 
/ NH, 
.CgH;) (N= N.C, H,): bei Semicarbazid CO und Semi- 
\NH.NH, 
CONH, 
oxamazid ist innerhalb derselben Zeit nicht so viel Stick- 


CONH.NH, 
stoff entwickelt, als beiden NH,-Gruppen entspricht, wahrend bei dem 
ebenfalls nur langsam reagierenden Harnstoff die Reaktion in dieser 
Zeit, wie bereits bekannt, beendigt ist. 
Von den N-haltigen Ringen wird der Pyrazolonring im Antipyrin 
und wohl auch im Pyramidon langsam angegriffen, der Glyoxalinring 
des Pilocarpins nicht. 


1 DaB das bei der Reaktion entstandene Gas nicht immer nur Stick- 
stoff war, zeigt die unverhaltnismaéBig lange Zeit, die bei einzelnen Stoffen, 
z. B. den Hydrazinen und Semioxamazid, nétig war, bis das Gasvolumen 
beim Schiitteln mit der alkalischen Permanganatlésung konstant blieb. 











A. In Wasser geléste Stoffe. 


L. Rosenthaler : 





Stoff 


Antipyrin 


Dicyandiamid 


Dicyandiamidin- 
sulfat 


Guanidin- 
carbonat 


Hexamethylen- 
tetramin 


Medinal 


Methylurethan 


p-Nitrophenyl- 
hydrazinhydro- 
chlorid 


Phenylhydrazin- 
hydrochlorid 
Pilocarpin 


Piperazin 


Pyramidon 


Semicarbazid- 
hydrochlorid 


Semioxamazid 


Thiosinamin 


Thioharnstoff 


—— en, gemma” am, a, a — a eee ee ee |g 2 eee“ 


See eee 


Menge 


£ 


0.1297 
0.1791 
0,2794 
0.0950 
0.1084 
0,1137 
0.1186 
0.1190 
0.0930 
0.1405 
0.1023 
0.0652 
0.1014 
0.1010 
0.1112 
06,1067 
0.1128 
0.1257 
0.0644 
0.1174 
0.2824 
0.3023 
0.1232 
0.3020 
0.0954 
0.0877 
0.1463 
0.1390 
0.0966 
0,0765 
0.1060 
0.1244 
0,1052 
0),2240 
0.1210 
0.7244 
0,4897 
0.2310 
0.2014 
0.2048 
0.1054 
0,1259 
0,1110 
0.0548 
0,0794 
0.0517 
0.1020 
0,0743 
0,0759 
0,055 

0.9592 
0,0512 
0.0502 
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B. In Eisessig geléste Stoffe. Versuchsdauer 14 Stunde. 





N; ef 
out renee to b Mol 
ru om mm 
, 0.2457 0 — 
Acetanilid 02452 0 a 
« — 0,0536 1,6 13 708 3,95 
Be er tng | 0,0761 2,1 12.5 708 3,0 
Vt a } 
3 ‘ 0.269 
Diphenylamin anne 0 - 
| 0.1010 3.5 20 725 4.55 
Diphenylearbazid 0.1109 3,8 20 725 4.5 
| 0.1155 26 13 708 30 
Diphenyl- { 0,1040 8,7 9 702 11,1 
carbazon | 0.0940 7.9 12 708 11,0 
Diphenyl- | 
haneiel | 0,101 v 
0.2010 0 . — 
Lactophenin 03290 0 : ne 
Methylanilin 0.2160 0 P 
Ni | 0.1290 08 17 710 1,0 
eaten 0,1002 05 12 708 0,85 
Phenacetin 0.1629 0 
— { 0.1976 13 19 711 | 3.8 
oe 0.1728 10,7 21 718 3,6 
hiocarbanilid 0,0900 31 16,5 717 41 


Wenig widerstandsfahig ist dagegen das Ringgebilde des Hexa- 
methylentetramins. Dies geht ja schon aus der Untersuchung von 
Duden und Scharff! hervor, die feststellten, daB das Dinitrosopenta- 
methylentetramin, das erste Einwirkungsprodukt der  salpetrigen 
Saiure, in statu nascendi durch iiberschiissige salpetrige Saure unter 
weiterer Aufspaltung des Molekiils in Trinitrosotrimethylentriamin 


verwandelt wird. 


1 Annal. Chem. 288, 218, 1895. 














Uber die Umwandlung der Essigsiure durch Mucor stolonifer 
in Bernstein- und Fumarsdure und das Verfahren zur Trennung 
und quantitativen Bestimmung dieser Siuren. 


Von 
WI. S. Butkewitseh und M. W. Fedoroff. 


(Aus dem Timirjazeff-Forschungsinstitut, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem durch unsere Versuche mit Brenztraubensiure in Uber 
einstimmung mit Ehrlichs Ergebnissen festgestellt worden war. dai 
Mucor stolonifer diese Siure — mindestens unter den von uns 
priiften Versuchsbedingungen — weder in Fumarsiure zu verwandeln 
noch iiberhaupt als Kohlenstoffquelle zu verwerten imstande ist! 
gingen wir zu Versuchen mit anderen Kohlenstoffverbindungen iiber 
Dabei wurden vor allem die Verbindungen zur Untersuchung heran 
gezogen, die in den Kulturen des Pilzes bei seiner Entwicklung auf den 
Zuckernahrlésungen neben der Fumarsaéure nachgewiesen worden 
waren, und zwar die Bernstein-, 1-Apfel-, d-Milch- und Essigsiure? 
AuBer diesen Sauren wurden unter anderem auch Weinsaure wn 
Glycerin gepriift. Was das letztere betrifft, so konnte Ehrlich in den 
Kulturen von Mucor stolonifer auf diesem nur eine spurenweise Bildung 
von Fumarsiure beobachten. Da aber Zhrlichs Versuche ohne Bindung 
der Saure, d. h. unter fiir ihre Anhaufung verhaltnismaBig ungiinstigen 
Bedingungen angestellt worden waren, so schien es uns wiinschenswert 
die Versuche bei Gegenwart von Ca-Carbonat zu wiederholen. 

Man setzte Ca-Carbonat den Lésungen, die der Einwirkung der 
Pilzdecken ausgesetzt wurden, auch bei den Versuchen mit allen oben 
genannten Sauren zu. Die zu den Versuchen angewandten Pilzdecken 


1 WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedorojf, diese Zeitschr. 204, 303, 1929 
2 Vgl. F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 63, 1919; F. Bhr 
und Bender, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 118, 1927. 
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wurden vorher auf den iiblichen Nahrlésungen mit Invertzucker und 
Pepton? aufgezogen. 

Die Versuche mit Bernstein-, Apfel-, Milch- und Weinsaure fielen 
yegativ aus. Die Saéuren wurden in gewissen Mengen durch die Pilz- 
lecken verzehrt, in keinem Falle lieB sich aber irgendwelche bemerkbare 
Anhiufung von Fumarsiure nachweisen. Diese wurde in bedeutenden 
Vengen nur bei den Versuchen mit Glycerin und Essigsiure gefunden 
In den Versuchen mit der letzteren haufte sich neben Fumarsaure auch 
Bernsteinséure an, die stets die erstere an Menge stark iibertraf. 


Versuchsreihe 1. 


Einwirkung von vorher aufgezogenen Pilzdecken auf Bernstein-, A pfel-, Wein- 
und Milchsdure in Gegenwart von Ca-Carbonat. 


Die zu dieser Versuchsreihe gebrauchten Pilzdecken wurden auf der 
iblichen Nahrlésung mit Invertzucker und Pepton in Thermostaten bei 30° 
aufgezogen. Jede Kultur enthielt je 125cem Nahrlésung. Am 15. Tage 
wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen und vie Pilzdecken wiederholt 
mit 1 °,iger NaCl-Lésung abgespiilt. Darauf wurden den Decken je 125 eem 
ler iiblichen Salzlésungen?® zugesetzt, die je 5g der zu priifenden Séuren 
und je 10g CaCO, enthielten. 

AuBer den Versuchen mit den Séuren wurde auch ein Kontrollversuch 
mit Invertzucker unter denselben Bedingungen angestellt. 

Alle Lésungen mit Pilzdecken wurden im Thermostaten bei 30° wahrend 
30 Tagen stehengelassen. Bei der Analyse lieB sich eine Anhaufung von 
Fumarsiiure nur im Zuckerversuch nachweisen. Die Ergebnisse der Analyse 
werden in der Tabelle I zusammengestellt. 


T abe Ihe J. 





Bernstein: Apfelsiure Weinsiure Milchsaure Inverts 
saure zucker 
(rspriingliche Menge zu 
prifender Substanz . . iiberall je 5¢ 
Pilzdeckengewicht ing . 2,213 1,890 2.030 2,083 2,495 
Unverbraucht gebliebene ' 
Menge ing ..... 2,607 1,587 4,211 3.896 0 
In Wasser gelostes Ca in g 1,023 0.852 0.866 0,085 
Fumarsture ing .... nicht nachgewiesen 0,145 


In der Kontrollpilzdecke, die vor dem Versuch durch Erhitzen ab- 
getétet worden war, wurden 0,031 g¢ Fumarséure gefunden. 


Versuchsreihe 2. 
Einwirkung von Pilzdecken auf Essigsdure, Glycerin und Invertzucker in 
Gegenwart von Ca-Carbonat. 


In diesem Falle wurden die Versuche unter genau denselben Be- 
ingungen wie in der vorigen Versuchsreihe ausgefiihrt. Die Versuche mit 


‘Vel. WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, |. c. 
20.2%, KH,PO, 0,3% NaCl und 0,01% MgSO, 
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Zucker und Essigséure stellte man in zwei Serien an; die eine da) 
die andere 30 Tage, und jede war von zwei Kulturen. 
Glycerin wandte man zwei Kulturen an, und der Versuch dauert: 
Die Ergebnisse werden in der Tabelle I] angefiihrt. 


Zum Versuch mp) 
30 Tag 





Pilzdecken!. 





Die bei den Versuchen mit 
Saure wurde durch Titrieren, Schmelzpunktsbestimmung und di 
iiblichen Reaktionen identifiziert. 
entsprachen ganz gut der Fumarsiure. 


Tahe ME I]. 
Dauer des Versuchs: 7 Tage Tage 
Zum Versuch gebrauchte Invert. Essige Invert. Essig« fet} . o% 
Substanz: zucker saure zucker saure a etoter 
Gtk 
Urspriingl. Menge derselb. aberall je S5¢ 
iL : : ji.) 2550 | 2,350 2,450 2.155 2,089 F 
Pilzdeckengewicht in g 12 2600 2180 2540 2'997 2 155 oy 
Unverbraucht geblie- { 1. . —_ 3,847 a 0.969 ee 
bene Menge ing |2. “P"®" 3.999 0.641 ss 
In Wasser geléstes Ca j{ 1. 0,187 1,422 0,094 0,580 0,119 eat 
in g (2. 0,150 1410 0,076 0,598 0,086 ' 
Fumarsaure nach Caj{l. 0,542 0405 0,271 0,741 0,344 
berechnet in g \2. 0435 0290 0,191 0,833 0,243 
Ausgeschiedene Saiuren | 1. 0,531 0,974 0,179 0,275 0,239 
in g 12. 04385 | 0,094 0,170 0,364 0,107 


Zucker und Glycerin ausgeschieden 


Die dabei 


wurde die Fliissigkeit wiederholt mit Ather behandelt. 
dampfen des Athers ausgeschiedenen kristallinischen Sauren schmolze: 
bei 203°* und gaben beim Titrieren einen etwas niedrigeren Wert 1 
Vergleich zu demjenigen, der der Fumarsiure entsprechen miilit: 


' 0,06 g in beiden Decken, vgl. die Versuchsreihe 1. 
* Schmelzpunkt der Fumarséure liegt gegen 287°. 


erhaltenen 


0.5 g Saure blieben nur 0,17 g zuriick. Es ist méglich, daB eine solely 
Verzehrung der angehauften Saure auch im Versuch mit Glycerin ; 
Geltung kam. In beiden Kulturen auf diesem wurden jedoch na: 
30 Tagen 0.3 g Fumarsiiure gefunden, und diese Menge iibersteig 
betrachtlich den Gehalt an Siure in den zum Versuch gebrauchter 


Erg« bnisss 


Die beim Zuckerversuch wahrend der ersten 7 Tage angehduft: 
Fumarsaure wurde spater groéBtenteils durch den Pilz verzehrt. und \ 


Bei der Analyse der Essigsiurekulturen wurde die unverbrauch 
gebliebene Essigsiure nach Ansiuerung der Versuchsfliissigkeit mit 
H, SO, mit Wasserdampf abdestilliert und durch Titrieren des Destillats 


mit n/10 NaOH-Lésung bestimmt. Nach Abdestillieren der Essigscur 
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\uf 0.3400 g¢ Substanz wurden 56,7ccem n/10 NaOH verbraucht. 
iuf dieselbe Menge von Fumarséiure miiBten nach Rechnung 58,6 cem 

sucht werden. 

Bei niherer Untersuchung zeigte sich das ausgeschiedene Praparat 
Js cin Gemenge von Fumar- und Bernsteinsiiure. Da man die Trennung 
der Sauren durch einfaches Umkristallisieren nicht erreichen konnte, 
so wurde eine Sublimation bei 220° angewandt. Die dabei sublimierte 
Siure schmolz bei 185°, d. h. bei der Schmelztemperatur der Bernstein- 
siure, und gab auch beim Titrieren einen dieser Saure entsprechenden 
Wert 

0,0638 g sublimierter Saiure brauchten 10,75 ccm n/10 NaOH. Der fii 
Rernsteinsaure berechnete Wert betragt 10,8 ccm. 

Der nach der Sublimation gebliebene Riickstand hatte einen 
Schmelzpunkt gegen 235° und enthielt hauptsachlich Fumarsiaure. 


Bei weiteren Versuchen wandten wir zur Trennung der Bernstein- 
saure von Fumarsaure ein Verfahren an, das auf Behandlung des Séuren- 
yvemenges mit Permanganat in saurer Lésung beruht. Dabei wird die 
Fumarsiure unter Bildung von Kohlendioxyd und Ameisensaure 
erstOrt, und die Bernsteinsiure bleibt unverindert. Dieses Verfahren 
erlaubt, die Fumarsaure nicht nur zu entfernen, sondern, wenn eine 
titrierte Permanganatlésung angewandt wird, auch quantitativ zu 
bestimmen. Das Verfahren wird weiter unten naher betrachtet werden 


Im Versuch mit abgetéteter Pilzdecke blieb die zu dieser hinzu- 
gefigte Essigsiure unverandert. 


Dieselben Ergebnisse wurden auch bei der weiter unten folgenden 

Versuchsreihe erhalten. 
Versuchsreihe 3. 
Emwirkung von Pilzdecken auf Essigsdure in Gegenwart von Ca-Carbonat. 

Die Versuche wurden ebenso wie in der vorigen Versuchsreihe an- 
gestellt, zu ihnen wurden sechs Pilzdecken gebraucht. Zu vier Decken, von 
lenen zwei durch Erhitzen abgetétet worden waren, fiigte man je 125 ccm 
Salzlésung mit je 5g Essigsiure und je 10g CaCO, hinzu. Zwei Decken 
setzte man auBerdem noch je 0,1 g (NH,),SO, zu. 

Die Versuche dauerten 30 Tage. Ihre Ergebnisse werden in der 
Tabelle III zusammengestellt. 

In dem Versuch mit abgetéteten Pilzdecken war fast alle zum 
Versuch gebrauchte Essigsiure, wie friiher, unverandert geblieben und 
lie sich aus der Versuchslésung durch Destillation mit Wasserdampf 
wieder erhalten. Die Saure wurde quantitativ durch Titrieren des 
Destillats bestimmt und in Gestalt von Ca-Salz nach dessen Gehalt 


in Ca identifiziert 
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Tabelle 111. 





oe Lebende Pilzdecken 
Je 5g Essigsiure + 10g CaCO, at sane : Ge 
1. 2. 1 2. 1. ee s] 
L 
Pilzdeckengewicht in g . 1,905 1,805 1,975 | 2050 | 2175 2106 ps] 
Unverbraucht gebliebene — 
Essigsiure ing ... 4.714 4,834 0,203 0,268 0,168 207 
In Wasser gelistes Ca in g 1.637 1,638 0,475 0,612 0.620 0.55 
Fumarsaure nach Ca be- g 
rechnet ing. .... 1,182 1,516 1,634 1.429 
Ausgeschied. Bernstein- ' 
und Fumarsaure in g. 0,248 0,679 0,770 7 , 
Ausbeute der Sauren in Fur 
bezug auf verbrauchte 
Essigsiure in % .. . 5,2 14.4 16,1 15,2 ro 
0,3462 g getrockneten Ca-Salzes enthielten 0,1222 ¢ CaQ. Diesel!» - 
Menge Ca-Acetat miiBte nach Rechnung 0,1227 g¢ CaO enthalten. ar 
— Du 


In den Versuchen mit lebenden Pilzdecken wurde Essigsaure fas: 
vollstandig verbraucht, wobei sich Bernstein- und Fumarsiiure ay 
hauften, deren Ausbeute in bezug auf verbrauchte Essigsiure etwas dat 
15°,, betrug. Die Sauren wurden mit Ather aus der Versuchslisuny 
extrahiert, nachdem diese durch Destillation mit Wasserdampf vo 
Essigsiure frei gemacht worden war, und aus dem Atherextrakt nac! 
Abdampfen des Athers ausgeschieden. Uber Abtrennung der Siiure: 
voneinander wird weiter unten mitgeteilt. 


Versuchsreihe 4. 


Einwirkung von Pilzdecken auf Essigsdure, Invertzucker und Essigsdure 
+ Invertzucker in Gegenwart von Ca-Carbonat. 

Im allgemeinen wurden die Versuche ebenso wie friiher angestellt 
In diesem Falle stellten wir uns vor allem die Aufgabe, den Finfluli des 
Zuckers auf die Umwandlung der Essigsiure wie auch den umgekelirte: 
EinfluB der letzteren auf die Umwandlung des ersteren zu verfolgen 

Zu jeder Decke fiigte man je 125ccm zu priifender Lésung und » 
10 g CaCO, hinzu. Der Gehalt der Lésungen an Essigséiure und Zucker 
und Dauer der Versuche werden in der Tabelle [V angegeben, in der auc! 
die Analysenergebnisse zusammengesteilt werden. 

Es ist auffallend, dab der Verbrauch der Essigsaure durch Zucker 
zusatz nicht nur verzOgert, sondern stark beschleunigt wird, wahrend 
die Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs durch Gegenwart vo! 
Essigsaure fast ebenso stark herabgesetzt wird. Die letzte Erscheinung 
laBt sich als eine schiitzende Wirkung von Essigsaure in bezug au! rich 
Zucker betrachten. wal 


folg 
. - 
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Tabelle IV. 





Dauer des Versuchs : 7 Tage 3% Tage 
Gebalt rose ur- | Essigsiureing. . 6.25 6,25 on 6.25 | 6.25 = 
sprunguchen : nae : <a , 
Losungen an Invertzucker in g . - 6,25 6,25 6.25 | 6.25 


. . a7 9 he ‘ 9 7 0 ten 
Piledeckengewieht in g 1,970 2.055 1,975 - 0 2,195 2,560 


17 
1,720 | 1,980 2495 1,895 2,240 | 2,180 


— ; 4,884 2,260 2,318 
Unverbraucht Eesigedure in g 4,313 3,102 0,909 0 
geblieben — 1,550 |. - ) 
2100 Spuren : ( 0 


1,769 1,400 0,391 1,044 1,224 0,371 
1,588 | 1,412 0,389 0,806 0,923 | 0,336 
0,409 | 1,875 | 1,134 | 0,785 | 3,548 | 1,077 
0,436 | 1,097 1,128 1,458 | 2,675 0,974 
0,229 | 1,607 1,051 0,621 | 2,296 0,939 
0,349 | 1,107) 1,068 0,656 2,355 | 0,896 


f verbrauchte Essigsaure und - | 16,8 18,5 16,8 15,8 18,4 15,0 
suhee - | ° wall | 152 17,1 1238 | 188 | 143 
Zucker in °%, 


Durchschnittswerte in °, . . .. 17,7 | 169 17.0 141 WS 147 


Wasser geléstes Ca in g . 
Fumarsaure nach Ca berechnet 
ing 


Ausgeschiedene Sauren in g 


| 
| 
| 
| 
| Zucker ing. 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


DRO Oe Oe Oe De 


Susheute der Sauren in bezug 


we 
— 

Zz 

- 
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Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe werden auf der Abb. 1 graphisch 
dargestellt *. 
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Abb. 1. 





Verbrauchter Zucker in Zuckerkulturen 
—-— Verbrauchter Zucker £ 

, in Essigsaure + Zuckerkulturen 
—---—Verbrauchte Essigsaure | 
----- Verbrauchte Essigsaure in Essigsaurekulturen. 


—--— Saurenanbautung in Essigsdure + Zuckerkulturen 





Saurenanhautung in Zuckerkulturen 
------~- Sdurenanhaufung in Essigsaurekulturen. 


! Die auf der Abb. 1 dargestellten Kurven kénnen freilich keine ganz 
richtige Vorstellung itiber den zeitlichen Verlauf der Séurenanhéufung 
wahrend des Versuches geben, da die Zeitriume zwischen den aufeinander- 
folgenden Analysen zu gro sind. 
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Was die Ausbeute der Sauren in bezug auf die verbrauchten Menge, 
von Essigsiure und Zucker betrifft, so bleibt sie in der gegebene 
Versuchsreihe in allen Fallen fast konstant. Eine Erniedrigung (¢, 
Ausbeute in den 30tigigen Zuckerkulturen wurde offenbar dadureh 
bedingt, daB eine gewisse Menge von angehiuften Sauren nach F; 
schépfen des Zuckers, das schon am 8. Tage zur Geltung gekomme) 
war. bei weiterem Laufe des Versuches durch den Pilz verzehrt wurd: 

Die aus den Atherextrakten ausgeschiedenen Saurenpriiparat, 
schienen auch bei diesen Versuchen ein Gemenge von Fumar- wind 
Bernsteinsaure zu bilden. Naher wurden aber die Priparate auf ihren 
relativen Gehalt an diesen Sauren nicht untersucht!. 

Aus den Priparaten, die von den Kulturen mit Zucker und Essig 
siure stammten, erhielt man durch Umkristallisieren die Siure. <j 
sich bei Schmelzpunktsbestimmung und Titrieren wie Fumarsiur 
verhielt. 

Beim Titrieren wurden 35,2 ccm n/10 NaOH auf 0,2049¢ Substa: 
verbraucht. Derselben Menge von Fumarsaéure entsprechen nach Rechnuny 
35,3 cem n/10 NaOH. Die Schmelzpunktsbestimmung gab 284°. 

Die leicht erreichbare Isolierung von Fumarsiure durch einfaches 
Umkristallisieren 148t annehmen, daB diese Saiure im gegebenen Falk 
einen vorwiegenden Bestandteil der atherléslichen Sauren darstellt: 
Wenn das wirklich so war, so ergibt sich daraus, daB Essigsiure in 
Gegenwart von Zucker, wie dieser selbst, durch den Pilz hauptsachlich 
in Fumarséure verwandelt wird. Die Bernsteinsiure scheint also ein 
Hauptprodukt der Umwandlung der Essigsiure nur dann zu bilden 
wenn diese allein ohne Zucker der Einwirkung des Pilzes ausgesetzt wird 

Bei naherer Untersuchung des Gemenges von atherléslichen Sauren 
die sich unter Einwirkung des Pilzes auf Essigsaure allein anhiufen 
wurden die aus den Essigsiurekulturen der Versuchsreihen 2, 3 und 4 
gewonnenen Priparate dieser Sauren vereinigt und der Analyse zu 
sammen unterzogen. Nach der Analyse mittels des schon oben er 
waihnten Permanganatoxydationsverfahrens enthielten die vereinigten 
Priiparate beinahe 10°,, Fumarsaure und 90°, Bernsteinsaure. 

0,6427 g zu untersuchender Substanz wurden in heiSem Wasser au! 
gelést, mit H,S0, angeséiuert und beim Erhitzen mit Permanganat]sunz 
titriert, die 0,00505 g KMnO, auf 1 ccm enthielt. Beim Titrieren wurder 
32,4 ccm Permanganatlésung gebraucht, was nach den weiter unten a! 
gefiihrten Bestimmungen 0,06g¢ (= 0,00185g.32,4) Fumarsaure ent 
spricht. Das macht beinahe 10°, der abgewogenen Substanz aus. 

Die titrierte Lésung wurde durch Abdampfen auf dem Wasser!ac 
eingeengt und wiederholt mit Ather behandelt. Der nach Abdampfen ‘es 


1 Die Praparate von den Essigsiurekulturen wurden mit denen der 
iibrigen Versuchsreihen vereinigt und zusammen untersucht, vgl. weiter 
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(:} aus dem Atherextrakt gebliebene Riickstand wog in trockenem 
ren, » sande 0,5772 g und bestand aus Bernsteinsaure. 
er Aus Wasser umkristallisiert, schmolz die Saure bei 185 bis 186° (Schmelz- 


nkt der Bernsteinséure 185°). 
Beim Titrieren der Séure mit n/10 NaOQH-Lésung wurden 46,7 ccm 
ieser auf 0,2758 g gebraucht. Derselben Menge von Bernsteinséure ent- 


Er rechen nach Rechnung 46,75 cem n/10 NaOH. 

el Die Elementaranalyse der Saéure gab folgende Resultate: 

le 0,1586 g Substanz: H,O = 0,0754g¢ und CO, = 0,2356 ¢ 
ite Durch Analyse gefunden: C = 40,52°, und H = 5,29°%, 


nd Nach Rechnung fiir C,H,O,: C 40,68% , H = 509% 


Die vorwiegende Anhiufung der Bernsteinsiure bei Einwirkung 
r Pilzdecken auf Essigsaure wurde auch in der weiter unten folgenden 
ersuchsreihe festgestellt. 





Versuchsreihe 5. 
rodukte der Umwandlung der Essigsdure unter Wirkung der Pilzdecken. 


un Die zu diesen Versuchen gebrauchten Pilzdecken wurden, auf der 
lichen Nahrlésung aufgezogen. Man stellte 14 Kulturen auf, von denen 
je 250 cem Nahrlésung enthielt. Nachdem sich die Pilzdecken ge- 
: gend stark entwickelt hatten, wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen 
lle ni die Decken mit 1°,iger NaCl-Lésung wiederholt abgespiilt. Darauf 
te tzte man jeder Decke je 250 ccm 5 % iger Essigsiurelésung, die die tiblichen 
in alze und 0,1 % NH,NO, enthielt, und je 10g CaCO, zu. Die Lésungen 
it den Pilzdecken wurden im Thermostaten bei 30° wahrend 24 Tagen 
ehengelassen. Die Ergebnisse der Analyse werden in der Tabelle V 
ngefuhrt. 
- Tabelle V. 
Gesamtmenge zum Versuch gebrauchter Essigsiiture . . 175  g 
en Unverbraucht gebliebene Essigsiure ........ . 33,30g 
en Gesamtgewicht der Decken . . . . 46,18 ¢ 
{ Gesamtmenge der ausgeschiedenen &therléslic hen Sure n 
(Bernstein- und Fumarséure) .. . ‘ . . « 41,95¢ 
Ihre Ausbeute in bezug auf verbrauc hte Easigaiure . - 29,60% 
sea an Bernsteinsfure. . . . . 33,11 ¢ 
fen Gehalt des Saurengemenges ‘ 8,84 ¢ 
an Fumarsaure . °1.07° 
Die Menge der in dieser Yersuchsreihe ausgeschiedenen Sauren 
trug in bezug auf die verbrauchte Essigsdure fast 30°, und in bezug 
a ni das Gewicht der Pilzdecken mehr als 90°,. Eine héhere Siauren- 
nt- fisbeute bei diesen Versuchen im Vergleich zu den vorigen konnte 
elleicht durch geringere Versuchsdauer und Gegenwart von N H,NO, 
a lingt werden. 
Die Trennung der Bernstein- und Fumarsaure voneinander liel sich 
der fch in diesem Falle durch einfaches Umkristallisieren nicht erreichen. 
‘ter Pshalb wurde auch hier die Behandlung des Saurengemenges mit 
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Permanganat angewandt. Auf diesem Wege wurde die Bernsteinsiy), 
von Fumarsaure abgetrennt und der quantitative Gehalt der letzterey 
im Saurengemenge ermittelt. 

Die nach der Oxydation mit Permanganat unverindert geblichen 
Saure schmolz bei 185 bis 186° und verhielt sich in allen iibrigen Pp. 
ziehungen wie Bernsteinsaure. 

Der Gehalt der Fumarsaure im Saurengemenge war in diesem 
‘alle etwas hoher als in den vereinigten Praparaten der vorigen Versuchs 
reihen und betrug beinahe 20°. 


Da die Léslichkeit der Ca-Salze von Fumar- und Bernsteinsiyy 
und damit auch der Verbrauch der Sauren in den Kulturen mit Essig 
siure und CaCO, durch Gegenwart von Ca-Ionen etwas herabgesetzt 
werden konnten, so wurden die Versuche angestellt, um den Finfly! 
dieser Ionen auf Anhiufung der Sauren zu verfolgen. 


Versuchsreihe 6. 
EinjluB von Ca-Ionen auf Verbrauch und Anhdufung der Sdurer 


Zu diesen Versuchen wurden Pilzdecken angewandt, die vorher ebens 
wie in der Versuchsreihe 1 aufgezogen worden waren. 

Neben dem Versuch mit Essigsiure und CaCO, wurden auch Versuch: 
angestellt, in denen man Essigséiure durch CaCl, ersetzte. In dem 
einen Falle war die Lésung dieses Salzes der Ca-Acetatlésung im Fssiz. 
sdureversuch isotonisch, im anderen war die Konzentration des Salzes 
zweimal héher. Im Kontrollversuch wurden durch Erhitzen abgetétet 
Pilzdecken mit der iiblichen Salzlésung ohne Essigséure und CaCO, g 
braucht. 

Alle Lésungen mit den Pilzdecken wurden im Thermostaten bei 3) 
wahrend 30 Tagen stehengelassen und dann der Analyse unterzogen, deren 
Ergebnisse in der Tabelle VI angefiihrt werden. 


Tabelle VI. 





A ngetotete 
Decker 


Lebende Pilzdecken 
je 125 com iiblicher Salzideung + je Wg Cal 





Pilzdecken zugesetzt: ss CaCly - Essigsaure 
5g 10g 6.254 
, 1 a j 1. 2,050 1,975 2,070 1.985 
Pilzdeckengewicht in g “19 2170 2 150 2129 2.03 
Unverbraucht gebliebene Menge | 1. ah 3,334 
in g | 2. 4.350 
Ausgeschiedene atherlosliche j 1. ‘ 0,370 
Séuren in g (2, 9052 0,041 | 0/319 


In den Versuchen mit CaCl,, wo nur die Reservestoffe des Pilz 
selbst als Material zur Bildung der Saéuren dienen kénnten, lic! sic 
keine Anhaufung dieser nachweisen, dagegen war ihr Gehalt in <icse! 
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Falle etwas niedriger als in den Kontrolldecken. Also wurden die 
sauren auch in Gegenwart von CaCl, durch den Pilz zum Teil verzehrt. 


eren 


In den Versuchen mit Essigséure stellte man, wie friiher, ein be- 
bene Mf trachtliches Anhaufen der Sauren fest. Daraus ergibt sich, daB die sich 


Be. HE in den Essigsaurekulturen anhaufenden Sauren nicht von Reservestoffen 
ies Pilzes, sondern von Essigséure stammen. Dafiir spricht entschieden 
esem fa auch das bei unseren Versuchen festgestellte quantitative Verhialtnis 


pwischen der Menge angehaufter Sauren und dem Pilzdeckengewicht. 
der Versuchsreihe 5 betrug die erstere mehr als 90°, des letzteren. 


sa lare 


Versuchsreihe 7. 


Einwirkung von Ca-Acetat auf Entwicklung des Pilzes. 


setzt 
nflug Auf den Nahrlésungen, die Ca-Carbonat und Essigsaure als alleinige 
Kohlenstoffquelle mit Ammoniak als Stickstoffquelle enthielten, zeigte 
ler Pilz nur eine ganz geringe Entwicklung. War Zucker der Nahr- 
sung zugesetzt worden. so wurde die Entwicklung des Pilzes etwas 
efordert, aber auch in diesem Falle blieb sie doch bei Gegenwart von 
(a-Acetat stets ziemlich schwach und erreichte nie den Umfang, in dem 
se unter denselben Bedingungen auf Zucker allein ohne Acetat zu- 
suche stande kam. Das Ca-Acetat wies also eine verzégernde Wirkung auf 
(demi die Entwicklung des Pilzes nach. Dabei kam diese Wirkung desto 
starker zum Vorschein, je héher der Gehalt der Nahrlésung an Acetat 
war', und trat schon ganz deutlich hervor, wenn die Konzentration 
lesselben nur 1 °,, betrug. 
Stellt man die in den Tabellen II, IIT und IV angefiihrten Angaben 
fir das in der analysierten Lésung befindliche Calcium und die aus dieser 
isgeschiedenen atherléslichen Séuren zusammen, so weist man in den 
Fssigsiureversuchen eine bedeutende Divergenz nach. Wenn diese nicht 
lurch unvolistandiges Extrahieren mit Ather bedingt worden ist, so ist 
nzunehmen, daB sich bei Einwirkung der Pilzdecken auf Essigséiure auBer 
coree yy Bemmstein- und Fumarséure noch andere Séuren bilden, die bei Extraktion 
cken mit Ather in diesen nicht iibergehen. Naher wurden diese nach der Be- 
a andlung mit Ather in der Wasserlésung gebliebenen Saéuren nicht unter- 
sucht. 


Das Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Fumarsiure durch Titrieren 
mit Permanganat. 


Wie oben schon erwahnt, la8t sich die Trennung der Bernsteinsiure 
von Fumarsaéure, was man durch einfaches Umkristallisieren nicht 
der kaum zustande bringen kann, leicht durch Behandlung des Sauren- 
gmenges mit Permanganat in der mit H,SO, angesduerten Lésung 

Pile 
) 8 ' Dabei priifte man die Nahrlésungen, die 1 bis 10% Essigséure in 
‘eserfg Cestalt von Ca-Acetat enthielten. 
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erreichen. Dabei wird die Fumarsiaure zerstért und die Bernstein siyy, 
bleibt unverandert. Wendet man dazu eine titrierte Permanyana: A 
lésung an, deren Verhaltnis zu Fumarsaure vorher ermittelt wor) ; 
ist, so kann diese auch quantitativ bestimmt werden. 

Bekanntlich wird Fumarsaure als ungesittigte Verbindung dure) ‘ 
Permanganat auch in der Kalte oxydiert, aber diese Oxydation. w; 
die Versuche gezeigt haben, geht zum SchluB ziemlich langsam vor sic! 7 
und deshalb wird der Umschlagspunkt nicht geniigend scharf ay, " 
gepragt. F 

Viel besser fallt die Titrierung der Fumarsiure beim Erhitzen ay, , 
und dabei laBt sich ein ganz bestimmtes Verhaltnis zwischen Fuma; ti 
siure und Permanganat feststellen. Diesbeziigliche Versuche bewicse Ti 
daB 2 Molekiile KMnQO, auf 1 Molekiil Fumarsaure beim Titriere: o 
dieser in erhitzter, mit H,SO, angesiuerter Losung gebraucht werde: ks 
miissen. Als SchluBpunkt des Titrierens nahm man den Moment a 
als sich die Farbung von einem Tropfen der Permanganatlésung beinaly Pe 

yihrend einer halben Minute erhielt. Die Oxydation der Fumarsiun Pe 

fiihrt zur Bildung von Kohlendioxyd und Ameisensaure, und die obe: W 

angegebenen Verhaltnisse entsprechen der Gleichung de 

C,H,0, + 2K MnO, + 3H,S80,= 300, + CH,O, + 4H,0+ K,so, 
+ 2 MnSQ,. 

Mit dieser Gleichung stimmen ganz gut die Ergebnisse iiberei en! 
die beim Titrieren abgewogener Mengen von Fumarsiure mit ety Pe 
m/30 Permanganatlésung erhalten worden sind. Fu 

Die zum Titrieren angewandte Permanganatlésung enthielt aut | sit 
0,00505 g KMn0Q,, das Titrieren gab folgende Resultate: ma 

1. 0.0434 ¢ Fumarsiure, 22,95 cem KMn0O,-Lésung. 4 
; 2. 0,2113 g ms. Kiet . 

Nach beiden Titrierungen im Durchschnitt gerechnet kon vol 
0,001 846 g Fumarsiure auf 1 cem dabei angewandter Permanganat|osung Wo 
zu. Nach der oben angegebenen Gleichung mu leem dieser Losung gat 
0,001853 ¢ Fumarséure entsprechen. Die Analysenergebnisse  stimmen i 
also ziemlich gut mit dem Molekularverhaltnis C,H,O,: K MnO, — !|:2 } 

Die Bildung von Ameisensiure bei Oxydation der Fumarsaun = 
durch Permanganat beobachtete schon Perdrix'. Das wurde auch !» Ve 
unseren Versuchen festgestellt. on 

0,412 g Fumarséure wurden unter den oben angegebenen Bedingunger bel 
mit Permanganatlésung titriert, und die titrierte Lésung der Destillatior 
mit Wasserdampf ausgesetzt. Die Destillation der fliichtigen Saéure wure' 

mai 
Die 

1 Perdrizx, Bull. de la soc. chim. (3) 23, 645, 1900; vgl. auch Wi. but 

kewitsch, diese Zeitschr. 182, 99, 1927. obe 
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zum SchluB gebracht, und das Destillat enthielt doch 0,1272¢ 
Ameisenséure. Nach der oben angegebenen Gleichung miiBte man 0,1634 g 
Ameisenséure erhalten. 

In einem besonderen Versuch wurde auch die Oxydationsfahigkeit 
des Permanganats in bezug auf Ameisensiure gepriift. 

Die Lésung von Ameisenséure, die 0,435 g dieser auf 100 com Wasser 
enthielt, wurde mit H,SO, angesfuert, bis zum Kochen erhitzt und 
mit einigen Tropfen Permanganatlésung versetzt. Trotz des verhiltnis- 
malig betrachtlichen Gehalts der Lésung an Ameisenséure erhielt sich dis 
Farbung wahrend 2 bis 3 Minuten, und das kam auch bei weiterem wieder- 
lten Zusatz des Permanganats vor. Daraus ergibt sich, da®B die Oxydation 


der Ameisensiure durch Permanganat unter den gegebenen Bedingungen 
ziemlich langsam vor sich geht und dai die Gegenwart der Saéure beim 
Titrieren der Fumarséiure mit Permanganat in saurer Lésung keine be- 
deutende Abweichung von der oben angegebenen Gleichung hervorbringen 
kann. 

Auf Grund des oben bezeichneten Verhaltens der Fumarsaure zu 
Permanganat mul leem der von uns zum Titrieren angewandten 
Permanganatlésung 0.001853 g Fumarsiaure entsprechen. Von diesem 
Werte ausgehend, kann man, wie diesbeziigliche Versuche zeigen, bei 
der Anwendung des oben beschriebenen Verfahrens wohlbefriedigende 
Ergebnisse erhalten. 

Das ist aus folgenden Beispielen ersichtlich: 

1. Beim Titrieren der Lésung, die 0,0734 g abgewogener Fumarséure 
enthielt, wurden 39,4ccm Permanganatlésung gebraucht. Dieser Menge 
Permanganat miissen nach der Rechnung 0,001853 . 39,4 = 0,0730 ¢ 
Fumarsévre entsprechen. 

2. Zum Titrieren wurde eine Lésung vorbereitet, die 0,0758 g Fumar- 
siure und 1 g Essigséure enthielt. Beim Titrieren dieser Lésung verbrauchte 
man 40,4ccm Permanganatlésung, was nach der Rechnung 0,001853 
_ 40,4 = 0,0749 ¢ Fumarséure entsprechen mub. 

In beiden Fallen trafen also die durch Titrieren gefundenen Mengen 
von Fumarsiure mit den zur Analyse gebrauchten ganz gut zusammen, 
wobei die Gegenwart von Essigsiure gar keinen EinfluB auf den Aus- 
gang des Titrierens hatte. 

Wenn sich Fumarsiure in einem Gemenge mit Verbindungen 
befindet, die in saurer Lésung durch Permanganat nicht in der Kilte, 
sondern nur beim Erhitzen angegriffen werden, so kénnen auch diese 
Verbindungen mit Hilfe von Permanganat von Fumarsaure abgetrennt 
werden, nur muB das Gemenge dabei in der Kalte mit Permanganat 
behandelt werden. 

In diesem Falle ]48t sich Fumarsaure durch Titrieren mit Per- 
manganat bis zu einem gewissen Grade auch quantitativ bestimmen 
Diese Bestimmung kann aber nicht eine so grobe Genauigkeit wie im 
oben erérterten Falle in Anspruch nehmen. Die Genauigkeit der Be- 


21* 
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stimmung wird hier schon dadurch beschrankt, daB der Umsc! 
punkt beim Titrieren in der Kalte, wie schon erwahnt, nicht hinreic hen 
scharf ausgeprigt wird. AuBerdem kénnen auch die Fumarsiury 
begleitenden Verbindungen beim Titrieren teilweise durch Permangaya; 
angegriffen werden. 

Die Versuche mit Titrieren bei Zimmertemperatur zeigten. da{ 
dabei beinahe 1,84 g/Mol. KMnO, (statt 2g/Mol. beim Erhitzen 
auf 1 g/Mol. Fumarsaure gebraucht werden. Daraus ergibt sich. da{ 
1 cem Permanganatlésung, die 0.00505 g K MnO, enthalt, unter diese: 
Bedingungen 0,00202 g Fumarsiure entsprechen muB. 

Von diesem Werte ausgehend, haben wir durch Titrieren der Lésuny 
die 0,075 g Fumarsaure und 0,4 g Apfelséure enthielt, 0,0762 g der erstere: 
gefunden. 


Beinahe dieselben Resultate wurden auch dann erhalten, wenn Fura: 
siurelésung mit Milchséure versetzt worden war. 


Wie aus den angefiihrten Ergebnissen hervorgeht, laBt sich das 
Permanganatverfahren auch unter den soeben betrachteten Bedingungen 
zur Bestimmung der Fumarsaiure mit gewisser Annaherung anwenden 
Zu diesem Verfahren kann man auch bei der Trennung gewisser Ver 
bindungen von Fumarsiure greifen, wenn es nicht gelingt, das auf 
anderen Wegen zu erreichen. 


Die durch unsere Versuche festgestellte Haupttatsache besteht 
darin, daB sich Bernstein- und Fumarsiure unter Einwirkung der 
Decke von Mucor stolonifer auf Essigsaure in Gegenwart von Ca-Carbonat 
in betrachtlicher Menge bilden und anhaufen kénnen. Hier kommt 
also ein biochemischer Vorgang zustande, den Thunberg und Wieland! 
in der von ihnen entwickelten Theorie der biochemischen Essigsiur: 
umwandlung vorausgesetzt haben. Nach dieser Theorie soll die Um 
wandlung der Essigsiure durch stufenweise Dehydrierung zu auf 
einanderfolgender Bildung von Bernstein- und Fumarsaure fihren 
Auf diesem Wege verlaufend, mu8 die Umwandlung zwei Phasen 
durchmacher, die sich durch folgende Gleichungen zum Ausdruck 
bringen lassen. . 


1. HOOC.CH,+ CH,. COOH — 2H = HOOC.CH,.CH,.COOH, 
2. HOOC.CH,. CH,. COOH — 2H = HOOC. CH: CH. COOH, 


ja 


Von diesem Schema wurde nur die zweite Phase durch Thun!» 
Versuche bis zu einem gewissen Grade experimentell begriindet, indem 
er nachgewiesen hatte, daB sich die Bernsteinsiure unter Einwirkung 


1 Thunberg, Scand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920; Wieland, Ergebn 
Physiol. 20, 477, 1922. 
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frischer Muskelsubstanz in Gegenwart von Methylenblau in Fumarsaure 
iberfiihren 148t. Was den Ubergang von Essigsiure zu Bernsteinsiure 
betrifft, so mangelte es bis jetzt dieser Umwandlungsphase an tat- 
sichlichen Grundlagen, da keine direkten Beweise vorhanden waren, 
dab sich die Umwandlung auf biochemischem Wege in der Tat ver- 
wirklichen 1aBt. 

In den Ergebnissen unserer Versuche mit Mucor stolonifer findet 
das soeben angefiihrte Schema eine Bestaitigung im ganzen, und diese 
Ergebnisse weisen auch darauf hin, daB sich nach dem betreffenden 
Schema die Essigsaiureumwandlung auch in den Pflanzenzellen voll- 
ziehen kann. 

Wie sich aus unseren Versuchen ergibt, kommt die Umwandlung 
der Essigsaure in Bernstein- und Fumarsaure auch in Gegenwart von 
Zucker in betrachtlichem Umfang zustande, und diese Tatsache legt 
natiirlich die Vermutung nahe, daB Essigsiure auch beim Ubergang 
von Zucker zu Fumarsaure intermediar entsteht und dabei eine Rolle 
als Zwischenstufe spielt. 

Hier ist auch das in Betracht zu ziehen, dab Zucker, wenn er der 
Essigsdurekultur zugesetzt worden ist, eine bedeutende Beschleunigung 
der oben erérterten Umwandlung der Essigséiure hervorbringt, wobei 
sich auch das quantitative Verhaltnis zwischen den entstehenden 
Produkten wesentlich zu verandern scheint. Wird die Essigsaure allein 
der Einwirkung der Pilzdecke ausgesetzt, so bildet sich vorwiegend 
Bernsteinsiure und nur in verhaltnismaBig unbedeutender Menge 
Fumarsiure. Hat man aber Zucker der Essigsiure unter denselben 
Bedingungen zugesetzt, so wird das Quantitatsverhiltnis zwischen 
sich anhaiufenden Siuren umgekehrt: dann herrscht quantitativ die 
Fumarsdure vor und die Bernsteinsaure tritt zuriick. 

Diese Verinderungen in der Umwandlung der Essigsaiure, die 
durch Gegenwart von Zucker verursacht werden, machen die vor- 
wiegende Anhaiufung der Fumarsiiure auch unter Einwirkung des 
Pilzes auf Zucker selbstverstandlich, wenn auch die Essig- und Bernstein- 
saure als Zwischenglieder der dabei stattfindenden Zuckerumwandlung 
angenommen werden. Durch Gegenwart von Zucker scheinen die 
Dehydrierungsvorginge, die diesbeziigliche Umwandlungen begleiten, 
beférdert zu werden. Darauf weist sowohl die bei Gegenwart von 
Zucker hervortretende Beschleunigung der Essigsiureumwandlung 
iberhaupt als auch die dabei stattfindende verhaltnismaBige Steigerung 
der Ausbeute von Fumarsaure hin. Der Zucker oder gewisse Produkte 
seiner Umwandlung scheinen hier eine Rolle als Wasserstoffakzeptoren 
gleich dem Methylenblau in Thunbergs Versuchen spielen zu kénnen. 

Nimmt man an, daB Essigsiure ein Zwischenglied der Zucker- 
umwandlung bildet, so erhebt sich die Frage nach dem Wege, auf dem 
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diese Saure aus Zucker entsteht. Vom Standpunkt der zurzeit her 
schenden Auffassung hinsichtlich der biochemischen Zuckerumwand|\ing 
aus sei es natiirlich, anzunehmen, dab der diesbeziigliche Vorgang iiher 
die Brenztraubensaure verlauft. Die von Ehrlich und von uns mit dicser 
Saure angestellten Versuche in bezug auf ihre Fahigkeit, unter jn. 
wirkung von Mucor stolonifer Fumarsaure zu bilden, fielen jedoch negatiy 
aus. Ob diese Versuche von ausschlaggebender Bedeutung sein kénnen 
steht noch dahin, da sich die Méglichkeit nicht ausschlieBen laBt. dal 
die negativen Resultate nur durch gewisse Versuchsbedingungen ver 
ursacht worden sind, die sich fiir die entsprechende Umwandlung der 
Brenztraubensaure ungiinstig zeigen. Wenn das nicht der Fall ist und 
wenn der betreffende Vorgang wirklich tiber Essigsiure verliuft 
was die vorliegenden Versuchsergebnisse fiir wahrscheinlich halten 
lassen, so ist anzunehmen, daf die Essigsiure ohne Beteiligung der 
Brenztraubensaure aus Zucker entstehen kann!. Ferner beseitigen dic 
zurzeit zu unserer Disposition stehenden Tatsachen auch nicht ganz 
die Méglichkeit, daB der Ubergang von Zucker in Fumarsiure auch 
ohne intermediire Bildung von Essigsiure zustandekommen kann 


Vom iiblichen Schema der biochemischen Zuckerumwandlung aus 
mu8 die maximale mégliche Ausbeute der Fumarsdure, wenn ihre Bildung 
aus Zucker iiber Essigséure vor sich geht, durch folgende Gleichung be- 
stimmt werden: 

C,.H,,.0, + 30, = C,H,O, + 2CO, + 4H,0. 


Nach dieser Gleichung kann die Ausbeute der Fumarsiure nicht 
64,5 %, verbrauchten Zuckers iibersteigen. Bei diesbeziiglicher Rechnung 
miissen, wie es selbstverstandlich ist, die Mengen des Zuckers, der zur Ent- 
wicklung des Pilzes und zur Bildung anderer Produkte verbraucht wird 
von der Gesamtmenge des Zuckers abgezogen werden. Dazu sollen die sich 
aus Zucker in den Pilzkulturen bildenden Produkte mehr oder weniger 
volistandig quantitativ ermittelt werden. Nur eine solche Berechnung 
kann zeigen, ob die oben angegebene Gleichung der Wirklichkeit entspricht. 
Die betreffenden Versuche stehen schon in Aussicht. 


Nach Wehmers Angaben, die sich auf Aspergillus fumaricus bezichen, 
kann die Ausbeute der Fumarséure bei diesem Pilz in bezug auf Gesamt- 
menge verbrauchten Zuckers etwa 70° erreichen. Wenn dieser Wert er 
Wirklichkeit entspricht, so mu8 das erérterte Schema der Zuckerumwandlung 
im gegebenen Falle als unhaltbar aufgegeben werden. 


Wie aus den oben auseinandergesetzten Erwagungen und Tat 
sachen ersichtlich ist, bedarf der hier erérterte Vorgang der Zucker 
umwandlung, um die Frage nach der Herkunft der Fumarsaure zur 
Entscheidung zu bringen, noch naherer Untersuchung. Diese mu! 


’ 


1 Uber Bildung von Essigséure bei Zuckeroxydation unter Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd vgl. K. Bernhauer und J. Nistler, diese Zeitschr. 
205, 230, 1929. 
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»ine Aufgabe unserer weiteren Arbeit bilden, und diesbeziigliche Ver- 
weche sind im Gange. 

Was die bei Mucor stolonifer festgestellte Fahigkeit, die Essigsiure 
» Bernsteinsiure iiberzufiihren, betrifft, so ist diese Tatsache schon 
» und fiir sich von bedeutendem Interesse von dem Standpunkte 
ys, daB sie vielleicht eine Erklarung fiir die Herkunft der Bernstein- 
sure bei verschiedenen Giarungsvorgiingen geben kann, bei denen 
lie Essigsiure ein iibliches Produkt der Zuckerumwandlung bildet. 
Hierher gehéren z. B. die Zuckergirungen, die durch die sogenannten 
Darm-Milchsaurebakterien und Milchsiure-Mikrokokken hervorgerufen 
werden!. Vielleicht hat dieselbe Herkunft mindestens teilweise auch 
jie Bernsteinsaure, die bei Vergarung des Zuckers durch Hefe entsteht. 
Von Ehrlichs Versuchen ausgehend, schreibt man zurzeit die Herkunft 
lieser Bernsteinsiure ausschlieBlich der Umwandlung der Glutamin- 
siure zu, 

Vom allgemeinen biochemischen Standpunkte aus stellt der Uber- 
gang von Essigsiure in Bernsteinsiure eine eigenartige Synthese dar, 
jie von den zurzeit bekannten biochemischen Synthesen, wie der 
Aldolsynthese und der von Neuberg unlingst entdeckten carboligati- 
when Synthese, wesentlich verschieden ist. Was die physiologische 
Bedeutung derartiger Synthese anbelangt, so kommt zunichst die 
Frage in Betracht, ob auch die anderen Verbindungen, auber Essig- 
siure, der gleichen Umwandlung wie diese in den lebenden Zellen 
wsgesetzt werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


In den Versuchen, bei denen Bernstein-, Apfel-, Milch- und Wein- 
siure in Gegenwart von Ca-Carbonat der Einwirkung der Decken von 
Mucor stolonifer ausgesetzt worden waren, lieB sich keine Anhaufung 
ler Fumarsaure in irgendwelcher bemerkbaren Menge nachweisen. 


Bei den Versuchen mit Glycerin unter denselben Bedingungen 
hiufte sich die Fumarsaure in bedeutenden Mengen auf. Ehrlichs 
Ergebnisse, der nur eine spurenweise Bildung von Fumarsiure auf 
Glycerin nachweisen konnte, scheinen dadurch bedingt zu werden, dab 
lie Versuchskulturen ohne Ca-Carbonat aufgestellt worden waren. 


' Vgl. E. B. Fred, W.H. Peterson und A. Davenport, Journ. of biol. 
Chem. 89, 347, 1919: Fred und Peterson, Journ. of infect. Diseases. 27, 
539, 1920. 

? Uber Bildung von Essigséure bei Hefevergirung des Zuckers siehe 
(. Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 100, 304, 1919; 105, 307, 1920; 
Uber Bildung ven Essigséure aus Brenztraubenséure und Acetaldehyd 
lurch Bakterien vgl. C. Neuberg, ebendaselbst 69, 90, 1914; 166, 454, 1925. 
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Unter Einwirkung der Pilzdecken auf Essigsdure in Gegenwa, 
von Ca-Carbonat kam eine betrachtliche Anhiufung von Berns:, 
und Fumarsaure zustande, und die Ausbeute dieser Sauren in bezuy 
verbrauchte Essigsaure betrug 15 bis 30°,. Dabei machte sic} 
im Unterschied von den Zuckerkulturen eine starke Vorherrschuny 
Bernsteinsaiure geltend, deren Menge 80 bis 90°, der Gesamtmen 
von atherloslichen Sauren betrug, wahrend der Gehalt dieser an Be; 
steinsaure bei unseren Versuchen mit den Zuckerkulturen meist 


nur 10°, ausmacht. 

In den Ergebnissen unserer Versuche mit Essigséure erwirht 
Thunbergs und Wielands Dehydrierungstheorie der biochemischen (; 
wandlung dieser Saure eine tatsdchliche Begriindung. 

Die auf dem biochemischen Wege zustande kommende Uberfiihruz: 
der Essigsiure in Bernsteinsiure kann vielleicht eine Erklarung | 
die Herkunft dieser Saure bei verschiedenen Garungsvorgangen ge!» A 
bei denen sich unter anderem auch die Essigsiure bildet. 

Setzt man Zucker der Essigsadure zu, die der Einwirkung der P 
decke ausgesetzt wird, so wird dadurch eine Beschleunigung der |; 
wandlung der Saure und eine Verschiebung im Quantitatsver! 
der sich anhaufenden Produkte zur Seite der Vorherrschung von Fu: 
sdure hervorgebracht. 


Die vorliegenden Tatsachen geben eine Veranlassung zu der A 7 
nahme, daB die Umwandlung des Zuckers in Fumarsaure tiber Essi Ve 
und Bernsteinsaure vor sich geht. Diese Annahme lat sich aber 1 Ur 
als hinreichend begriindet betrachten, und die endgiiltige Entscheidun, 
der Frage nach der Herkunft der Fumarsiure bedarf weiterer Unter me 
suchungen, die schon im Gange sind ener 

Die Bernsteinséure wie auch gewisse andere Verbindungen lass vor 
sich leicht aus einem Gemenge mit Fumarsaure von dieser durch }: ist 
handlung des Gemenges mit Permanganat abtrennen, was durch einfac!: pa 
Umbkristallisierung in gewissen Fallen kaum erreicht werden kam a 

Das Titrieren mit Permanganat laBt sich auch zur quantitative: Wi 
Bestimmung der Fumarséure anwenden und auch in Gegenwart andere: Lu 
Stoffe vollziehen, wenn diese gar nicht oder nur verhaltnismabig schw An, 
durch Permanganat angegriffen werden konnen. a 
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Uber die Beeinflussung 
der Leberautolyse durch Insulin und Thyroxin. 


Von 
A. Simon und P. Weiner. 


Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ungar. ,,P&zmany Péter**- 
Universitét zu Budapest.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


DaB die Wirkung des Insulins nicht nur den Kohlehydratstoff.- 
wechsel betrifft, sondern neben dem der Fette auch tief eingreifende 
Verinderungen im EiweiSumsatz verursacht, ist schon durch viele 
Untersuchungen gezeigt worden. 

Unter Insulinwirkung kommt oft eine vermehrte N-Ausscheidung 
zustande [Nash, Shokhey und Allan, Labbé, Theodoresco (1)], welche nach 
liangerem Hungern ausbleibt [Chambers und Milhorat (2)]. Schon Macleod 
weist darauf hin, da® dieser Vorgang, den er als vermehrte Aufspaltung 
von EiweiS ansieht, wahrscheinlich als ein sekundarer Vorgang aufzufassen 
ist; es kann sein, daB im Kérper nicht geniigend praformiertes Kohle- 
hydrat vorhanden war, an dem das Insulin angreifen konnte, so dal} Eiweib 
zur Zuckerbildung aufgespalten wurde“ (3). Insulin vermindert den Amino- 
siuregehalt des Blutes [Wolpe, Wiechmann, Tashiro, Luck, Morisson und 
Wilbur (4)] und nach Kiech und Luck auch den des ganzen Kérpers (5). 
Luck, Morisson und Wilbur machen darauf aufmerksam, da®B, da nach den 
Angaben von Lewis und Isume der Aminosifiuregehalt des Blutes bei der 
lurch Hydrazinsulfat verursachten Hypoglykamie ansteigt und, da Blatter- 
wich, Sehyum, Hil nur eine Erhéhung der durch Glycin hervorgerufenen 
Hyperaminoezidimie nach Synthalin beobachtet haben, Hypoglykamie 
nicht unbedingt mit Hypoaminoazidimie verbunden sein soll. Wichtig 
sind auch die Versuche von Voegtlin, Dumm und Thompson (6), die unter 
anderem auch Alanin wirksam gegen Insulinvergiftung fanden. 


Den Ausgang unserer Versuche bilden die Untersuchungen von 
W.G. Kiech und J. M. Luck (5), die eine Antwort auf die Frage suchend, 
ob die Verminderung des Aminosiéuregehalts des Blutes unter [nsulin- 
wirkung einem vermehrten Abbau entspricht, den Gehalt des ganzen 
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Koérpers an Harnstoff und Aminosduren bestimmten. Sie fanden 
Ratten unter Insulinwirkung eine Verminderung der Aminosauren 


" ry 























well 
eine Vermehrung des Harnstoffs, was sie zum Beweis des vermehrte 
Abbaus von Aminosauren annehmen. Da nach ihren Ergebnissen <j; 
ungefahre Verminderung der Aminosaduren der ungefahren Vermehrung 
von Harnstoff entsprach, fiihlten sich die Verfasser gezwungen. dix 
Folgerung zu ziehen, wonach das Insulin neben dem vermehrten Amin T 
siureabbau eine Hemmung der diesen Verlust kompensierenden on 
EiweiBhydrolyse verursacht. 

Wir glaubten, daB es wichtig ware, zu zeigen, ob die die Eiweil sti 
hydrolyse hemmende Wirkung des Insulins einem direkten Beweis se 
zuganglich ist, und, im Falle einer positiven Antwort, die Bedingungen 
ihres Auftretens eingehender zu studieren. Zu diesem Zwecke verglichen Die ] 
wir die Autolyse der Leber von mit Insulin behandelten Katzen mit nel 
der Autolyse von unbehandelten Tieren. Als Mab der EiweiBhydrolys ra 
diente der Rest-N-Zuwachs. Hemmt das Insulin die Eiweishydrolys : -] 
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mul der Rest-N-Zuwachs im Laufe der Autolyse in der Insulinleber 


[Im einzelnen gestalteten sich die Versuche folgendermaben. 


\ls Versuchstiere dienten teils 
Zu jedem Versuch wurden zwei Tiere gewahlt. 
en wurden 5 Einheiten Insulin (Leo) pro Kilogramm injiziert, das andere 
Nach Ablauf von 2 bis 4 Stunden wurden die 
ere durch Entbluten ohne Narkose getétet, die Leber herausgenommen 
i in einem MoOrser fein zerkleinert und verrieben. 
Leberbrei durch Gaze gepreBt, die durchgepreBte Menge gewogen und mit 
stilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt. 
orden 10 bis 10 cem in sterile, kleine Erlenmeyerkolben gegeben, auBerdem 
seem Pufferlésung und einige Tropfen Toluol. 
isschlieBlich entweder n/5 Phosphat 
Die Kolben kamen in den Brutschrank. Nach Ablauf von 5 bis 24 und in 
enem Falle von 48 Stunden wurden aus den Kolben 5 ccm Suspension 
rausgenommen und nach der Methode von Michaelis und Rona (7) mit 
lloidaler Eisenhydroxydlésung enteiweiSt. Im eiweilfreien Filtrat wurde 
Das Pu der 


mahrte Katzen. 


er diente als Kontrolle. 


KOU 


er Rest-N nach dem Halbmikrokjeldahlverfahren bestimmt. 
Losungen wurde elektrometrisch mit Hilfe eines Mislowitzerschen Potentio- 


eters gemessen. 


Das Ergebnis eines typischen Versuches (Versuch 5) geben wir in 
len Abbildungen 1 bis 3 wieder. 
Uber den Verlauf der Versuche gibt die folgende Tabelle 1 Auf- 


slarung. 


Versuch 1. 


{Stunden nach der Insulininjektion. 
meatzes 0,471 mg. 


Anfangs-Rest-N 


13,7 %. 


Acetatmischung 


Tage lang hungernde, teils normal 
Dem 


Nachher wurde der 
Von dieser Suspension 


Als Pufferlésung wurde 
gebraucht. 


Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Téten der Tiere 
Gesamt-N in 0,5ccem des Insulin- 
Gesamt-N in 0,5cem des Kontrollansatzes 0,590 mg. 
\nfangs-Rest-N der Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 4,6 %,. 
bei der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 





Autolyse- 
dauer PH 
Std 
5 6.90 
5 6,12 
5 4.94 
24 6.90 
24 6,12 
24 4,94 


Versuch 2. 


4Stunden nach der Insulininjektion. 
ansatzes 0,576 mg. 
Anfangs-Rest-N_ bei 


10,5 by 


Menge 12,3. 





Rest-N in Prozenten 
des Gesamt«N 


Insulin. 


ther 


27.2 
33.8 
38.7 
39,0 
47.6 
56,8 


Die Tiere hungern 48 Stunden 


der Insulinleber 


a 
_s 
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te 
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Der proz. Rest-N- Differenz : 
Zuwachs des proz. Rest-N- 
- Zuwachses 

Kontroll- Kontroll-Rest-N 
tier InsulinsResteN 
10,0 12.6 
28,1 - 1,1 
34.6 + 0.6 
29.0 - 54 
474 + 44 
53,2 - 10 


lang. Téten der Tiere 
Gesamt-N in 0.5 cem des Insulin- 
Gesamt-N in 0.5 cem des Kontrollansatzes 0,851 mg. 
der Gesamt-N-Menge 
Anfangs-Rest-N in der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-N- 





321 











322 A. Simon u. P. Weiner: 





—_—— AL 
Rest«N in Prozenten Der proz. Rest«N- Differe: Ver 
Autolyses des Gesemt-N Zuwachs des proz. Kest.\, Me 
dauer Pu cs ae: - Zuwachses fe 
Insulin. Kontroll- Insulin: Kontroll- Kontroll-) est.\ — 
Std tier tier tier tier Insulin-Rest.\ 
5 7,08 15.8 17.0 53 4.7 0 
5 6,24 15.8 21.6 53 93 + 4 
5 3.98 57.8 51.9 46.7 39,3 7.4 
24 7,08 22.2 21.6 11,7 9.3 - 2.4 
24 6,24 42.6 33,2 32.1 29.9 11,2 
24 3.98 76,7 75.6 66,2 63,3 2 


Versuch 3. Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Téten der Tie; 
4 Stunden nach der Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 cem des Ins 
ansatzes 0,761 ty Gesamt-N in 0,5 ccem des Kontrollansatzes 0,515 my 
Anfangs-Rest-N der Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 1|,s 





Anfangs-Re at-N bei der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-N-Meny er 
15,6 %. Ges 
s1 
A Rest«N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differen: r 
Autolyse- des Gesamt-N Zuwachs des proz. Rests\ 
dauer Pu k ; Wichons = 
Insulin. Kontroll- Insulin Kontroll- Kontroll-Rest-* 
Std tier tier tier tier — Insulin-Rest-\ 7 
5 6.92 17,6 21,1 5,8 5.5 — 0,3 P 
5 6.24 27,2 37.4 15.4 21,8 +64 
5 3,98 54,0 64,6 42.2 49,0 + 65 
24 6,92 20,2 25,0 8.4 9.4 + 1,0 
24 6,24 36.4 48.3 24.6 32,7 + 8.1 
24 3,98 79,2 79.7 67.4 64,1 O48 


Versuch 4. Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Téten der 1 
3,5 Stunden nach der Insulininjektion. Krampfe. Gesamt-N in 0,5 
des Insulinansatzes 0.529 mg. Gesamt-N in 0,5 ecm des Kontrollansetz 





0,621 mg. Anfangs-Rest-N der Insulinleber in Prozenten der Gesamt-\ pol 
Menge 19,4 °°... Anfangs-Rest-N der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-\ a98 
Menge 12.5%. seat 
Ante 
Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differer — 
Autolyses des Gesamt-«N Zuwachs des proz. Rest 
dauer Pu - — ; Zuwachses Aut 
Insulins Kontrolls Insulin» Kontroll- Kontroll-Rest\ da 
Std. tier tier tier tier Insulin: Rest 
5 6,92 19.4 15.9 00 54 + 54 
5 6,24 26,2 33,3 6.8 20,8 + 14.1) 
5 3,98 46.8 53,1 27,4 40.6 + 13.2 
24 6,92 20,8 19,6 1,4 7,1 + 57 
24 3,98 67.6 71,1 48,2 58.6 + 14 : 
24 6,24 42.3 47.6 22.9 35,10 + 13.2 é 
Versuch 5. Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Toten der Ji! 
3 Stunden nach der Insulininjektion. Krampfe. Gesamt-N in 0,5 ccm - 


Insulinansatzes 0,663 me. Gesamt-N in 0,5cem des Kontrollansatzes 
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065s mg. Anfangs-Rest-N der Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N- 
Menge 12,2 °%. Anfangs-Rest-N der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt -N- 
Menge 12,3 %. 





Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Ditferenz 
ysee des Gesamt-N Zuwachs des proz. Rest«N.- 
ad Pu _ . _ Zuwachses 

Insulins Kontroll- Insulin« Kontroll- Kontroll-Rest-N 

Std tier tier ter ther Insulin-ResteN 
6.89 16,6 20,3 44 8,0 + 36 
) 6,24 19,3 27.8 7.1 15.3 8.2 
5 4,0 49.7 54,3 37.5 42.0 45 

24 6.89 2,2 23.4 8.0 11,1 3,1 

24 6,24 27.6 40.5 15.4 28,2 + 12.8 

24 4,00 71,3 71,9 59,1 59,7 + 0.6 


Versuch 6. Nicht hungernde Katzen. Téten der Tiere 4 Stunden nach 
er Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 ccm des Insulinansatzes 0,677 mg. 
Gesamt-N in 0,5 cem des Kontrollansatzes 0,607 mg. Anfangs-Rest-N der 
Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 10,0%. Anfangs-Rest-N 
er Kontrolleber in Prozenten des Gesamt-N 13,3). 





: Rest«N in Prozenten Der proz. Rest«N- Differenz _ 
\utolyses des Gesamt-N Soweshe des proz. Rest-N- 
dauer Pu _ Zuwachses 

Insuline Kontroll- Insulin- Kontroll- Kontroll-RestsN | 

Std tier tier tier tier InsulinsRest«N 
5 7,03 18,2 20,3 8,2 70) — 1,2 
5 6,24 24.5 32.5 14.8 19,2 + 4,4 
5 4,09 59.9 52.6 40.9 39,3 1,6 
24 7,03 18.2 20,3 8,2 7,0 1,2 
24 6.24 35.9 40.1 25.9 26.8 + O09 
24 4,00 74,8 77,0 64.8 63,7 1,1 


Versuch 7. Nicht hungernde Katzen. Téten der Tiere 4 Stunden nach 
er Insulininjektion. Krampfe. Gesamt-N in 0,5 cem des Insulinansatzes 
1,350 mg. Gesamt-N in 0,5 cem des Kontrollansatzes 0,663 mg. Anfangs- 
Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge bei der Insulinleber -4,5 %.. 
\nfangs-Rest-N in Prozenten des Gesamt-N bei der Kontrolleber 7,0 °%. 





Rest«N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differenz 
\utolyses des Gesamt«N Zuwachs des proz ResteNs 
dauer Pu Zuwachses 

Insulin. Kontroll. Insulins Kontroll- Kontroll-Rest«N | 

Std tier tier tier tier Insulin-Rest-N 
5 7,03 8.5 10,1 43 3.1 1,2 
5 6,24 13,4 27,7 8.9 20,7 + 11.5 
5 4,00 42,2 49.7 37,7 42.7 + 5,0 
24 7.13 19,1 19.3 14,6 12.3 23 
24 6,24 23,1 44.6 18.6 37,6 + 19.0 
24 4,09 64,0 74,1 59,5 67,1 + 7,6 


Versuch 8. Tiere hungern 48 Stunden lang. Téten der Tiere 2 Stunden 
wh der Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 ccm des Insulinansatzes 0,593 mg 
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Gesamt-N in 0,5 ccm des Kontrollansatzes 0,668 mg. Anfangs-Rest-N dey ist 
Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 17,7 °%. Anfangs-Rest-N dey al 
Kentrolleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 15,9 °). : 





— 


Rest-N in Prozenten Der proz. Rest«N- Differ 

Autolyse- des Gesamt-N Zuwachs des proz Kest\ de 
dauer Pu ‘ Zuwacises T 
\ 


Insulin- Kontroll- Insulin. Kontrolls Kontroil«es:.\ 
Std tier tier tier tier nsulin-Rest.\ ko 


48 6.90 29.3 25,1 10,6 92 1.4 
48 6.04 40,1 42.4 22.4 26.5 4 
48 5,02 67.4 598 49.7 45.9 Ss 


Wie aus den Abbildungen und der Tabelle zu sehen ist, wurde 
die Autolyseversuche in der Nahe des Neutralpunkts, dann bei py 6.14 Ce 
bis 6.24 und endlich bei einem dem Optimum der Pepsinase nile; ee 
liegenden, sauren py 5.02 bis 3.98 ausgefiihrt. Aus den Versucher Ke 
ergibt sich folgendes. Unter den ausgefiihrten acht Versuchen be:| _ 
achteten wir eine Hemmung der Autolyse bei py 6,05 bis 6.24 in fin! ie 
Fallen sowohl bei dem fiinfstiindigen, wie bei dem 24stiindigen Aut 

lyseverlauf. In einem Versuche wurde die Autolyse erst nach 48 Stunc 

m 


untersucht und hier bei demselben py wieder Hemmung beobachtet 
den tibrigen zwei Versuchen wurde in einem Falle (Versuch 2) « 
Hydrolysehemmung nur im _ fiinfstiindigen Versuch, im = zweite: 
(Versuch 1) Falle nur im 24stiindigen Versuch entdeckt. Was 
Ergebnisse bei den anderen py betrifft, sind hier die Daten keineswee 

so eindeutig. Es wurden sowohl Hemmungen wie auch Foérderung 
beobachtet. Merkwiirdig ist, dab, wo auch bei diesen py es zu Her 
mungen kam, diese Hemmung immer kleiner war als bei py 6.05 bis 6.24 85 
Das Maximum der Hemmung wurde bei Versuch 7, ungefahr 5) ans 
beobachtet. Ein Unterschied im Verhalten der hungernden und 
ernahrten Tiere scheint in diesem Falle nicht vorzuliegen. Aus de lel 
gefundenen scheint eine exzeptionelle Lage des py 6.04 bis 6,24 her 

zugehen. Bei dieser H-lonenkonzentration scheint das Insulin + 
Antagonist der Schilddriise zu sein, dessen autolysesteigernde Wirkun. ~~ 
langst bekannt ist. 


In einigen Versuchen ist es uns so vorgekommen, als wir 

Leber von mit Insulin behandelten Katzen trotz des Entblutens meh 

hyperamisch als die der Kontrolltiere, und da vom Serum behaupte' 

wird, daB es die EiweiBhydrolyse hemmt, und so angenommen wer 

konnte, daB die von uns beobachtete Hemmung vielleicht von dies 

Hyperimie herriihrt, haben wir mehrere (teils zu anderen Zweck: 

ausgefiihrte) Versuche vollbracht, wobei wir die Leber von den Insul 

tieren mit der Leber von den Kontrolltieren verglichen und so fest 4St 
*  gestellt hatten, daB diese Hyperimie nur eine akzidentelle Erscheinung J %se 
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ist und der Insulinhemmung nicht zugrunde liegen kann. Da uns 
aber die Frage interessierte, ob die Durchstr6mung der Leber zwecks 
vollkommener Entfernung des Blutes die Hemmung der Autolyse 
becinfluBt, haben wir einige Versuche auch so ausgefiihrt, daB nach 
dem Téten der Tiere die Leber durch die Vena portae so lange mit 
[yrodelésung durchstromt wurde, bis die ausflieBende Fliissigkeit voll. 
kommen klar war. Die Ausfiihrung der Versuche geschah wie oben 
Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt die Tabelle I. 


Tabelle IT. 


Versuch 1. Die Tiere hungern nicht. Téten der Tiere 4 Stunden nach 
ler Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 ccm des Insulinansatzes 0,463 mg. 
Gesamt-N in 0.5 cem des Kontrollansatzes 0,523 mg. Anfangs-Rest-N der 
Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 9,2°%. Anfangs-Rest-N der 
Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 6,8 °,,. 





. Rest»N in Prozenten Der proz. Rest«N. Differenz 
Autolyses des Gesamt«N Zuwachs des proz. ResteN- 
dauer Pu Zuwachses 
Insulin Kontrolle Insulias Kontroll- Kontroll-Rest«-N 
Std. ter tier tier tier Insulin«Kest-N 
5 7.3 12,0 12.2 2.8 5.4 + 2.6 
5 6,24 22.6 19,5 13.4 12.7 — 0,7 
5 4.00 49,5 48.1 40.6 41.3 - 0.9 
24 7.03 15.5 13.5 6.1 6.7 L O06 
24 6,24 34,3 31,5 25,1 24.7 04 
24 4,00 73,8 73.8 64,6 67,0 +24 


Versuch 2. Die Tiere hungern 24 Stunden lang. Téten der Ticre 
3,5 Stunden nach der Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 cem des Insulin- 
ansatzes 0,386 mg. Gesamt-N in 0,5 ccm des Kontrollansatzes 0,393 mg. 
Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge bei der Insulinleber 
11,1°%. Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge bei der Kontroll- 
leber 9,2 %. 





Rest-N in Prozenten Der proz Rest-N- Differenz 

Autolyses des Gesamt-N Zuwachs des _proz. Rest-N- 

dauer Pu _ Zuwachses 

Insulin- Kontroll- Insulin Kontroll- Kontroll-Rest-N 

Std. tier tier tier tier InsulinsResteN 
5 7,03 12,1 13,5 1,0 4.3 + 33 
5 6,24 15,0 14.3 49 5,1 + 0,2 
5 4.00 41.2 48,7 30,1 39.5 + 94 
24 7,03 16.5 16.4 54 7,2 + 18 
24 6.24 37,3 42.3 26,2 33.1 L 69 
24 4,00 62.9 74.6 518 65.4 + 13,6 


Versuch 3. Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Téten cer Tiere 
4Stunden nach der Insulininjektion. Gesamt-N in 0,5 cem des Insulin- 
ansatzes 0,456 mg. Gesamt-N in 0,5 ccm des Kontrollansatzes 0,604 mg. 
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Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge bei der Insulir 
Anfangs-Rest-N in der Gesamt-N-Menge bei Kontrolleber 10) 





14,2 %. 
Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differer 
Autolyses des Gesamt«N Zuwachs des proz. Rest. 
dauer Pu _ LZuwachse 27 
Insulins Kontroll- Insulin- Kontroll- Kontroll-Rest.N Ka 
Std tier tier tier tier — Insulin-RestA 
5 7,93 15,3 16,3 1,1 6,3 +52 ™ 
5 6,24 25.0 29.6 10,8 19.6 +8 8 
5 4,00 55,2 60,2 41.0 50.2 +92 en 
24 7.03 17.3 17.5 3.1 7.5 +44 KO 
24 6,24 40.3 42.6 26.1 32.6 + 5 I 
24 4.09 85,9 78,3 70,7 68,3 24 wit 
Versuch 4. Die Tiere hungern 48 Stunden lang. Tdten der Tier 


4 Stunden nach der Insulininjektion. 


ansatzes 0,585 mg. 


Gesamt-N in 0,5cem des Insuliy 
Gesamt-N in 0,5 cem des Kontrollansatzes 0,537 my 


Anfangs-Rest-N der Insulinleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 12,2 





Anfangs-Rest-N der Kontrolleber in Prozenten der Gesamt-N-Menge 10,8 = 
Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differen: — 
Autolyse- des Gesamt«N Zuwachs des proz. Rest*\ 
dauer Pu scien tieam _ Zuwachses Ay 
Insulin: Kontroll- Insulins Kontroll- KontrolleRest.\ 4 
Std. tier tier tier tier Insulin-Rests\ 
5 7,03 14.3 15.6 2.1 48 + 2.7 
5 6.24 30.9 33,9 18,7 23.1 +44 
5 4.90 58.3 63.6 46,1 52.8 + 6.7 
24 7,03 16,2 18,6 4,0 7.8 + 38 
24 6,24 45.4 36.5 31,1 25,7 5.4 
24 4,00 71,2 71,9 59.0 61,1 + 2.1 


Unter den vier aus 





Aus der Tabelle II ist folgendes zu ersehen. 
gefiihrten Versuchen wurde in drei Fallen nicht nur bei pg 6 eine mehr 
oder weniger groBe Hemmung beobachtet, sondern auch bei den andere: 


pu. Im vierten Falle kam eine Hemmung nur bei den pg 7,03 und 7.1) - 
ausgefiihrten Ansitzen vor, bei py 6,24 verlief die Autolyse der Insulin — 
wie der Kontrolleber gleichmaBig. Wahrend wir also bei den oh Aes 
Auswaschung ausgefiihrten Versuchen die groBte Hemmung immer . 
bei px 6 fanden, konnte diese Erscheinung in keinem Falle festgeste!!: s 
werden; in einem Versuche, wie erwahnt, verlief sogar die Autoly~ 
bei diesem px bei der Insulin- sowie bei der Kontrolleber ganz gi 
maBig. Die Auswaschung scheint daher nicht ganz harmlos zu sein 
obwohl eine mehr oder weniger grobe Hemmung immer zum Vorsche! 
kam. 
Die nachste Frage, die wir stellten, war, ob diese hemmende Wirkung 
des Insulins eine direkte, unmittelbar auf die hydrolytischen Ferment: . 
Gea 


ausgeiibte Wirkung ist, oder, was viel wahrscheinlicher, die Hemmung § ,, . 
4 
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y sekundar der in den lebenden Zellen abspielenden, zurzeit noch 
mubersehbaren Veranderungen zufolge zutage tritt 


Zur Priifung dieser Frage bedienten wir uns bei diesen Versuchen 
2 Tave lang gehungerter Katzen und in einem Falle eines nicht hungernden 
Kaninchens. Die Tiere wurden ohne Insulinbehandlung durch Halsschnitt 
thlutet, die Bereitung der Lebersuspension und die Pufferung geschah 
serade so wie friiher, nur wurden von jeder Leber bei jeder Pufferung zwei 
szwei Erlenmeyerkélbchen angesetzt. In das eine Kélbchen kamen auBer- 
em noch 0,25 cem Insulin Leo (entsprechend 5 Einheiten), in das andere 
Kélbchen, das zur Kontrolle diente, 0,25 cem destillierten Wassers. Die 
Kolbchen wurden in den Thermostaten gelegt und der Verlauf der Autolyse 
vie bei den friiheren Versuchen verfolet. 


Tabelle III zeigt die Versuchsergebnisse. 


Tabelle II]. 


Versuch 1. Die Katze hungert 48 Stunden lang. CGesamt-N in 0.5 cem 
es Ansatzes 0,655 mg. Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge 





Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differenz 
\utolyses des Gesamt-N Zuwachs des proz. Rest-N- 
dauer PH _ ~— —_—— _ Zuwachses 
Insulin- Kontroll- Insulin- Kontroll- Kontroll-Rest-N 
Std. leber leber leber leber Insulin-Rest-N 
5 7,03 17.4 17.4 2,2 2,2 0,0 
5 6,24 35,8 34,2 20.6 19.0 1.6 
5 4,00 53,9 53.9 38,7 38,7 0,0 
24 7,03 23,8 21.8 8.6 6.6 20 
24 6,24 45.1 45,1 29,9 29,9 0,0 
24 4.00 67.4 67.4 52.2 52.2 0.0 


Versuch 2. Die Katze hungert 48 Stunden lang. CGesamt-N in 0.5 cem 
es Ansatzes 0.588 mg. Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge 


0.3%. 





Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differenz F 

Autolyses des Gesamt-N Zuwachs des proz. Rest-N- 

dauer PH _ Zuwachses — 

Insulin. Kontroll- Insulin- Kontroll- | KontrolleRest-N 

Std. leber leber leber leber InsulinsResteN 
5 7.03 20.9 19.4 10.6 91 15 
5 6,24 25,2 23,8 14,9 13,5 1.4 
5 4,00 45,2 46.6 34.9 36,3 +14 
24 7,03 19,4 19.4 91 91 00 
24 6,24 30,4 304 20.1 20,1 0.0 
24 4.00 60.9 61.9 50.6 51.6 + 1.0 


Versuch 3. Kaninchen. Hungert nicht. Cesamt-N in 0.5 cem des 
Gesamt-N 0.313 mg. Anfangs-Rest-N in Prozenten der Cesamt-N-Menge 
16.6 © 
16,6 %. 
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Rest«N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differe 
Autolyse- des Gesamt-N Zuwachs des proz. RestN, 
dauer Pu — rter tne? _ Zuwachses 
Ipsulin- Kontroll- Insulins Kontroll- Kontroll+Rest.\ 
Std leber | ileber leber leber Insulin-Rest.\ 
24 6,97 30,3 26.9 13,7 10,2 +35 
24 6,40 34.8 34,8 18,2 18,2 0.0) 
24 3,94 62.6 63,0 46.0 46.4 +04 


Aus der Tabelle LIT ersieht man, daB das Insulin bei dieser Versuchs 
anordnung keine Wirkung entfaltet hat, so daB die Annahme einer 
direkten, unmittelbar auf die Fermente ausgeiibten hemmenden Wirkung 
sehr unwahrscheinlich ist. 

Wiahrend die Wirkung von Insulin auf die Autolyse unseres Wissens 
erst von uns untersucht worden ist, verfiigen wir iiber diejenige von der 
Schilddriise mit einer gréBeren Literatur. 


Es ist bekannt, da8 die Schilddriisenfiitterung die Autolyse der Leber 
beschleunigt [Schrywer, Kottmann (8)]. In neuerer Zeit geben Steppuhn. 
Pewsner, Timojejewa (9) Daten tiber die Beeinflussung der Autolyse von 
ganzen Tierhérpern in gepuffertem Medium nach Thyreoideafiitterung 
Auch sie konnten nur Férderung so im sauren wie im ganz wenig alkalischen 
Medium beobachten. Was die Wirkung der Schilddriise in vitro betrifft, 
geben alle Autoren, die mit der Untersuchung dieser Frage sich befatiten 
(Wells, Kottmann (10)] an, daB eine Wirkung nicht festzustellen ist. Da 
aber von Basedowserum oft eine viel geringere und vom Mixédemseru: 
eine viel gréBere Hemmung der Autolyse als vom Normalserum fest- 
zustellen war und auferdem diese Versuche alle noch vor der Entdeckung 
des Thyroxins angestellt worden waren, so daf nicht reine Substanzer 
angewendet werden konnten, war die Annahme einer primaren Wirkung 
der Schilddriise auf den FiweiG$zerfall nicht auszuschlieBen [Kottmann (11,) 
Die vorher genannten Versuche wurden alle in nicht gepuffertem Me:diun 
ausgefiihrt und so konnte die eventuelle Wirkung der Schilddriise bei 
einem bestimmten pp nicht beobachtet werden. 


Wir glaubten daher, nichts Uninteressantes zu tun, indem wir 
in vitro Versuche anstellten, um die Wirkung von Thyroxin in gut 
gepufferten Lésungen auf die Autolyse zu studieren. 

Zu den Versuchen haben wir Ratten und Kaninchen gebraucht 


Das Téten und die Fertigstellung der Lebersuspension mit der zeh 
fachen Menge destillierten Wassers geschah wie friiher. In einigen Versuch 
bedienten wir uns statt destillierten Wassers Ringerlésung, um av 
Gegenwart von den physiologisch wichtigen Ionen die Autolyse beobactite: 
zu kénnen. In jedes Erlenmeyerkélbcnen kamen 10 cem Lebersuspensio 
+ 13cem Pufferlésung (n/5 Phosphat oder Acetatmischung) + 2 
einer feinen Thyroxin-Schering- oder La Roche-Suspension (hergestellt 
in einem Probierréhrechen mit Hilfe von ungefahr 10 Minuten dauerne! 
Reiben mittels eines Glasstabes). In einigen Versuchen wurden auch die ¥ 
den genannten Fabriken in Ampullen hergestellten alkalischen Lésungen ces 
Thyroxins angewendet. Das pq der Lebersuspension wurae von diesen 
Alkalimengen nicht verschoben. In diesem Falle war der Inhalt der Kélbchen 
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10 ccm Lebersuspension, 13 ccm Puffer, 2 cem destilliertes Wasser -+ 0,3 cem 
Thyroxinlésung bzw. 0,3 cem destilliertes Wasser in den Kontrollkélbchen. 


Die Versuchsdaten sind in der Tabelle? IV zusammengestellt. 


Tabelle 1V. 


Versuch 1. Kaninchen. 0,53 mg Thyroxin Schering in 2 ccm destillierten 


Wassers suspendiert . 
Gesamt-N in 0,5 cem des Ansatzes 0,481 mg. 


ies Gesamt-N 23,7 %. 


In dem Kontrollansatz 2,0 cem destilliertes Wasser. 
Anfangs-Rest-N in Prozenten 





Autolyse- 
dauer 


Versuch 2. 


lee Ansatzes 0,431 mg. 


Rest-N in Prozenten 
des Gesamt-N 


PH 
Thyroxine Kontroll- 
leber leber 
6.80 25.5 27.8 
5 Al 48.5 51,9 
4.21 93,5 91.5 


Kaninchen. 0,6 mg Thyroxin Schering in 
n dem Kontrollansatz 2 ccm destilliertes Wasser. 
Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Menge 


Der proz. Rest«N- 


Zuwachs 
Thyroxins Kontroll- 
leber leber 

1s 4.1 
25,1 28,2 
69.8 69.1 


2 ccm suspendiert . 


Differenz 
des proz. Kest«N- 
-uwachses 
Kontroll-Rest«N 
ThyroxinsRest-N 


+ 23 


Gesamt-N in 0,5 cem 





14,1 %. 
Rest-N in Prozenten Der proz. Rest«N- Differenz 
Autolyses des Gesamt-N Zuwachs des proz. ResteNe 
dauer Pu : Zuwachses 
Thyroxine Kontroll- Thyroxin. Kontroll- Kontroll-Rest-N 
Std. leber leber leber leber ThyroxinsRestsN 
24 6,22 18,7 16.3 4,6 2,2 24 
24 5,08 29.6 29.6 15.5 15.5 00 
24 4,50 42.6 43.7 285 29.6 + 1,1 
Versuch 3. Kaninchen. Thyroxin 0,6mg in 2,0 ccm cdestillierten 


Wassers suspendiert. 
resamt-N in 0,5 cem des Ansatzes 0,397 mg. 


ier Gesamt-N-Menge 10,1 %. 


In dem Kontrollansatz 2,0 ccm destilliertes Wasser. 
Anfangs-Rest-N in Prozenten 





\utolyse- 
dauer 


Std 
24 


24 
24 


Versuch 4. 
Wassers suspendiert. 
Gesamt-N in 0,5 ccm des Ansatzes 0,302 mg. 
ler Gesamt-N-Menge 31,4 °. 


Rest-N in Prozenten 
des Gesamt-N 


Pu : 
Thyroxine Kontroll- 
leber leber 
6,32 11,8 11,0 
5,02 25.0 22.5 
4,50 59.0 56,1 
Kaninchen. 


Der proz. Rest-«N- 


Zuwachs 
Thyroxine Kontroll- 
leber leber 

1,7 0.9 
14.9 12.4 
48.9 46,0 


Differenz 
des proz. Rest-N- 
Sounchens 
Kontroll-Rest«N 
Thyroxin-Rest-N 


0,46mg Thyroxin in 2,0cem destillierten 
In dem Kontrollansatz 2,0 cem destilliertes Wasser. 
Anfangs-Rest-N in Prozenten 
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Rest*N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differer 
Autolyse- des Gesamt-N Zuwachs des proz. Rest-\ 
dauer Pu — Luwach s« 
Thyroxine Kontroll- Thyroxine Kontroll- Kontroll-Res:.\ 
Std leber leber leber leber Thyroxin- Rest.’ 
24 7,11 35.0 32.9 3.6 1.5 2.1 
24 6,08 45.3 45.3 13,9 13,9 04 
Versuch 5. Ratte. Statt destillierten Wassers Bereitung der | 


suspension 


mit 


Ringerfliissigkeit 


ohne NaHCO,-Pufferung, wie f 
0,3cem einer Thyroxin Schering enthaltenden Ampulle. 


Gesamit -N 


0.5cem des Ansatzes 0,677 mg. Anfangs-Rest-N der Gesamt-N-Menge 10.0) 





Autolyse- 
dauer 


Std 
24 


24 
24 


Pu 


Versuch 6. 


suspension 


mit 


Ringerfliissigkeit 


Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- 


0,3cem einer Thyroxin Schering enthaltenden Ampulle. 


0,5 cem des Ansatzes 0,285 mg. 


N-Menge 11.5%. 


Differenz 
des proz. Rest.) 
Zuwachses 
Kontroll«Rest-\ 


Phyroxin-Rest.\ 


Ot 
0) 


5.6 


des Gesamt-N Zuwachs 
Thyroxin. Kontrol. Thyroxine Kontroll- 
leber leber leber leber 
12,8 12,8 2.8 2. 
38.8 41.5 28,8 31.8 
51,7 57,3 41.7 47.3 
Ratte. Statt destillierten Wassers Bereitung der Le! 


ohne NaHCO,-Pufferung, wie friil: 


Cresamt -N 


Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesanit 





Autolyse- 
daver 


Std. 


44 
44 
44 

120 

120 

120 


Versuch 7. 


Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- 


des Gesamt-N Zuwachs 
Pu " — — I — . 
Thyroxine Kontroll- Thyroxine Kontroll- 

leber leber leber leber 
6,78 19.6 17.5 8,1 6,0 
5.98 30,1 30,3 18,6 18.58 
4,60 61,7 61.8 50,2 50,3 
6,78 19.6 17,5 8,1 6,0 
5,98 30.1 30,3 18,6 18,8 
4,60 67.6 61.6 56,1 50.1 

Ratte. 


Differenz 
des proz. Rest» 
Luwachses 
Kontroll«Rest-\ 


— Thyroxin-Rest:\ 


0,33 mg Thyroxin La Roche in 2,0 cem suspendir 





In den Kontrollansatz 2,00 ecm destilliertes Wasser. Gesamt-N in 0.5 
des Ansatzes 0.551 mg. Anfangs-Rest-N in Prozenten der Gesamt-N-Meng 
18.6°.,,. 
Rest-N in Prozenten Der proz. Rest-N- Differenz — 
Autolyse- des Gesamt-N Zuwachs des Pe Rest’ 
dauer Pu Came eo: aS 2 Luwachses 
Thyroxine Kontrolle Thyroxine \Kontroll- Kontroll-Rest-\ 
Std. leber leber leber leber — Thyroxin-Rest-' 
48 6,90 25.5 24.0 6,9 5,4 1.5 
48 6,04 33.3 33.3 14,7 14,7 Hn 
48 5.02 60.0 58.8 41.4 49,2 — 1,2 


ein 


S\> 


you 


an 


die 
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Wie aus der Tabelle [V zu sehen ist, verlief die Autolyse nicht in 
edem Falle in dem Thyroxin- und Kontrollkélbchen ganz gleichmaBig. 
Die Abweichungen sind jedoch im allgemeinen sehr klein und liegen 
nicht in einer Richtung, so daB auf Grund dieser Versuche angenommen 
werden kann, daB das Thyroxin in vitro die Autolyse nicht beeinflubt 
Da Basedow- und Mixédemserum vom Normalserum in vieler Hinsicht 
ibweichen (Gefrierpunktserniedrigung. verschiedene Ca-Mengen usw.), 
«» glauben wir, die beobachteten Wirkungen infolge dieser Verande- 
rungen erklaren zu kénnen. 

Unseres Wissens wurde bisher, abweichend von den Alkaloiden, 
vine direkte Wirkung von Hormonen auf Fermente im nichtlebenden 
System nicht beobachtet. 


Zusammenfassung. 


1. Nach einer groBen Insulindosis verlauft die Leberautolyse 
von hungernden und nichthungernden Katzen bei py 6.04 bis 6.24 
angsamer als die von Kontrollkatzen. 

2. Diese hemmende Wirkung des Insulins kann in vitro-Versuchen 
m nichtlebenden System nicht beobachtet werden 

3. Das Thyroxin beeinfluit unter denselben Bedingungen in vitro 
die Autolyse auch nicht. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XVII. Mitteilung?: 
Uber die Art der Bindung des Jods in der Milch. 


Von 
K. Scharrer und J. Schwaibold. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtsc haf 
und Brauerei Weihenstephan im Verbande der Technischen Hochsrhuk 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1929.) 


1. 

Schon bevor es bekannt war, daB das Jod einen nie fehlenden 
Bestandteil der normalen Milch bildet, hatte man infolge der be 
deutenden Rolle, welche es in der Therapie spielt, gefunden, dab be: 
Behandlung von Tieren mit gréBeren Jodmengen — innerlich oder 
auBerlich und mit verschiedenartigen Jodverbindungen — ein Ubergang 
von Jod in die Milch stattfindet. Damit wurde auch schon die Frag: 
nach der Art der Bindung dieses experimentell verabreichten Jods 
aufgeworfen. Die wenigen bis vor einigen Jahren hieriiber angestellten 
Untersuchungen haben wegen der noch ungeniigend entwickelte 
Methodik nur geringfiigigen praktischen Wert. 

Einige Untersucher fanden auch bei gréBeren Joddosen kein Jod i 


der Milch. Wo jedoch dies der Fall war und Versuche einer Trennunz 
gemacht wurden, waren die Ergebnisse widersprechend, indem bei Ver 


1 I. Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 265, 1926; II. Mitteilung: ebe 
daselbst 170, 277, 1926; III. Mitteilung: ebendaselbst 170, 300, 1926; 
IV. Mitteilung: ebendaselbst 178, 161, 1926; V.Mitteilung: ebendaselhs 
180, 300, 1927; VI. Mitteilung: ebendaselbst 180, 307, 1927; VII. Mitteilung 
ebendaselbst 180, 313, 1927; VIII. Mitteilung: ebendaselbst 180, 334, 1927; 
IX. Mitteilung: ebendaselbst 182, 291, 1927; X. Mitteilung: ebendaselbst 
185, 405, 1927; XI. Mitteilung: ebendaselbst 187, 159, 1927; XII. Mitteilung 
ebendaselbst 193, 356, 1928; XIII. Mitteilung: ebendaselbst 198, 360, 192s; 
XIV. Mitteilung: ebendaselbst 198, 364, 1928; XV. Mitteilung: ebendaselbst 
195, 228, 1928; XVI. Mitteilung: ebendaselbst 195, 233, 1928; XVII. Mit- 
teilung: ebendaselbst 200, 258, 1928. 
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abreichung von Jodalkali das Milchjod einmal im Milchserum (anorganisch ?) 
gefunden, dann wieder als an die Proteine gebunden erklirt wurde. Auch 
jas Fett sollte in manchen Fillen jodiert worden sein (1). Die Unsicherheit 
dieser Ergebnisse ist, wie weiter unten aufzuzeigen versucht werden soll, 
sowohl auf die noch unzureichende Methodik der Jodbestimmung als auch 
auf die ungeeignete Art und Weise der Trennung der Milchbestandteile 
muruckzufiihren. Grundlegender erweisen sich die Untersuchungen von 
Winternitz (2), der bei Ziegenmilch Proteine und Fett mit verdiinntem 
Alkohol (1: 1) von dem Serum trennte und das Fett durch Atherextraktion 
isolierte. Nach Fiitterung mit Jodalkali fand er Jod fast ausschlieBlich im 
serum und halt es fiir anorganisch gebunden, wahrend nach Verfiitterung 
von Jodschweinefett und Jodsesamél eine gréBere Menge Jod sich im 
Fettanteil fand, woraus er schloB, daB das Jodfett als solches in die Milch 
ibergegangen war. Uber einen ahnlichen Trennungsversuch bei normaler 
Kuhmilch berichtete spiter Th. v. Fellenberg (3). Er schied in bekannter 
Weise aus der verdiinnten Milch mit Essigsiure Fett und Proteine ab. 
Die durch Alkoholextraktion des eingedampften Serums erhaltene Lésung 
wurde nach Versetzen mit salpetriger Séure mit Chloroform ausgeschiittelt 
ind das hierdurch erhaltene Jod als anorganisches betrachtet. So fanden 
sich 17°, anorganisch und der Rest organisch gebunden; es handelt sich 
offenbar um eine einmalige orientierende Untersuchung. Weitere neuere 
Versuche hieriiber sind nicht veréffentlicht worden, weshalb unsere Kennt- 
nisse iiber die Jodbindung in der Milch noch sehr unvollkommene sind. 


Wenn man sich den Chemismus der Milch vergegenwartigt, so 
lassen sich verschiedene Méglichkeiten der Bindung des Jods in der 
Milch erkennen. Durch Ubergang aus dem Blute kénnen Alkalisalze 
des Jods, analog wie bei Chlor, in die Milch gelangen. Da solche nach 
den Untersuchungen von Veil und Sturm (4) und anderen offenbar 
immer im Blute vorkommen, so ist deren Varhandensein auch in der 
Milch wahrscheinlich. Durch experimentelle Jodalkaligaben miibte 
dieser Gehalt der Milch an Alkalijodiden ebenso wie durch perorale 
Zufuhr organischer, im Organismus abgebauter Jodsubstanzen erhdht 
werden. Mit dem Vorkommen von freiem Jod in der Milch braucht 
wohl auf Grund deren Reaktion und Pufferung nicht gerechnet zu 
werden. Jedoch besteht die Méglichkeit, daB im Organismus un- 
gesittigte Fettsiuren infolge der leichten Spaltbarkeit der Alkalijodide 
jodiert werden und dann als Jodfette in der Milch erscheinen, um so 
mehr, als der Ubergang von verfiitterten Jodfetten in die Milch schon 
nachgewiesen wurde. In ahnlicher Weise kiénnten endlich mit Bau- 
steinen oder Spaltprodukten von Proteinen (Peptonen und Amino- 
siuren) Jodverbindungen zustande kommen, welche als solehe oder 
wieder zu Proteinen aufgebaut in der Milch erscheinen. 


Auf Grund dieser Uberlegungen ist daher methodisch die Zerlegung 
der Gesamtmilch nach dem Schema: Proteine, Fett und Serum an- 
gezeigt, in welch letzterem noch das organisch und anorganisch ge- 
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bundene Jod gesondert festgestellt werden mub. Die erhaltenen }; 
gebnisse bedingen dann gegebenenfalls weitere Sonderuntersuchuy ye; 


Ein mehr oder weniger groBer Teil der in Frage kommenden .j | 
verbindungen diirfte verhaltnismabig labiler Natur sein. Daher jx 
die Gefahr grob, dab durch chemische Eingriffe zum Zwecke de 
Trennung Zersetzungsvorgange eintreten, durch welche das Unte 
suchungsergebnis kein Bild der Wirklichkeit mehr ergeben kan 
Sowohl die Bestimmung des Jods an sich, besonders hei Untersuchunge; 
an normaler Milch durch deren geringen Jodgehalt, als auch dj 
Isolierung der charakteristischen Milchbestandteile verursachen s0ni1 
wegen der UngewiBheit tiber die Art der vorhandenen Jodverbindunye: 
und deren chemischen Eigenschaften erhebliche Schwierigkeiten 


Es seien nun zunachst eine Anzahl von Untersuchungen angegebe: 
die mit méglichster Beriicksichtigung obiger Uberlegung durchgefiiliry 
worden sind. 


1. Diese und die folgenden drei Versuche sind in einer friiheren Mu 
teilung (5) ohne nihere Angabe der Trennunysverfahren kurz angefiilir 
worden, was nun in diesem Zusammenhang erfolgen soll. 

Die Milch einer normal gefiitterten Ziege wurde bei Zimmertemperat 
unter stetem Riihren langsam mit der zehnfachen Menge an absoliute: 
jodfreiem Alkohol versetzt und nach einigem Stehen vom Niederschilay 
abfiltriert, nach dessen griindlichem Waschen mit Alkohol mit hierfii 
ausreichender Vollstandigkeit die Proteine (Milehzucker und schwerloslici. 
Salze) von den iibrigen Bestandteilen getrennt wurden. Der Jodgehatl 
des Proteinniedersehlags und der Gesamtmilech wurde bestimmt. 


Jodgehalt der Proteine. .......... 0 ¥-%o 
Ambed em Goeepmiogd. . . 1.1 2 2 ee wee 0% 
Jodgehalt der Gesamtmileh. ........ 1 y-% 
Anteil am Gesamtjod (Serum)... . . . . . 100% 


2. Eine andere Probe normaler Ziegenmilch wurde in’ bekannte: 
Weise mit Aluminiumsulfat zerlegt: Verdiinnung der Milch mit 3 Volume 
Wasser, Zugabe des halben Volumens (bezogen auf Milch) 20° iver 
Aluminiumsulfatlésung, sodann der entsprechenden, durch Tiipfeln fest 
gestellten Menge 2n Kalilauge unter Riithren und Auffiillen des ganzen au! 
das zehnfache Volumen der Milch; nach dem Absitzen filtrieren, auswasc}ie 
mit einer entsprechenden Lésung Wasser und Al,(SO,),-KOH und zuletzt 
mit wenig Wasser. Es wurde der Jodgehalt des Protein-Fettniederschlavs 
und der Gesamtmilch festgestellt. 


Jodgehalt von Fett + Proteine .... . . . Spuren 
Anteil am Gesamtjod. ......... . . Spuren 
Jodgehalt der Gesamtmilch. . . ..... . 2,1 y-% 
Anteil am Gesamtjod (Serum). . . .. . . . etwa 100°, 


Die Reagenzien waren etwas jodhaltig (0,1 y bei 50 cem Milch), uni es 
ist daher mdéglich, daB die geringen Spuren Jod im Niederschlag 
Auswaschens dadurch verursacht wurden. Da die Fehlergrenze der Methov ik 
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es toehr als + 1°, liegt, sind hier und spater Bruchteile von 1°, nur 
ynahernd angegeben. 

Eine weitere solche Milchprobe wurde wie die vorhergehende be- 
ancelt. In derselben Weise wurde auch die Joduntersuchung mit nach- 
rehendem Ergebnis vorgenommen. 


Fett-Proteine; Anteil am Gesamtjod . . . . . Spuren 


Serum ; - - “3 ~ « « « « Otwa 100% 


$. Die Mileh eines Versuchstieres, welches seit langerer Zeit taglich 
2») mg Jod als Jodalkali per os erhalten hatte, wurde in gleicher Weise 
vie bei Versuch 1 behandelt und ebenso auch die Untersuchung auf Jod 
orgenommen, welche das nachstehende Ergebnis hatte. 


Jodgehalt der Proteme....... +. « O&By-% 
Anteil am Gesamtjod. . .... . oa +} 4 
Jodgehalt der Gesamtmilch. . . . . . . . LI67y-%, 
Anteil am Gesamijod (Serum). . . . . . . etwa 100°, 


5. Ein weiterer Versuch mit normaler Kuhmilch wurde in folgender 
\\eise ausgefiihrt. Kime abgemessene Menge dieser Milch wurde im Vakuum 
hei etwa 45° C méglichst weitgehend eingedampft und im Vakuumexsikkat or 
getrocknet und dann pulverisiert. Das Milehpulver hatte nur mehr einen 
shr geringen Wassergehalt. Es wurde sodann im Soxhletapparat mit 
Ather 5 Stunden extrahiert; der Riickstand konnte leicht staubfein 
pulverisiert werden und wurde dann nochmals 5 Stunden extrahiert. Der 
Atherriickstand wurde in Petroleumben.. .. aufgenommen und mit Wasser 
wsgeschiittelt. Das nach Abdestillieren des Petroleumbenzins erhaltene 
rine Butterfett wurde auf Jod untersucht. Durch Zugabe der vom Aus- 
shiitteln der Fettlésung mit Wasser erhaltenen Fliissigkeit und weiteren 
yemessenen Mengen Wassers zum Riickstand der Atherextraktion wurde 
lieser griindlich zu einem sehr diimnen Brei verriihrt. Diesen versetzte 
man, um die Proteine und den Hauptteil des Milchzuckers auszufallen, 
solange mit absolutem Alkohol, bis sich eine 85 ©, ige alkoholische Fliissigkeit 
egab. Vom Riickstand wurde abfiltriert und mit 85 °,igem Alkohol griind- 
ich gewaschen. Jener wurde dann auf Jod untersucht: Proteinjod. Aus 
lem Filtrat entfernte man im Vakuum bei niedriger Temperatur den 
Alkohol. Die wasserige Lésung wurde nach dem Vorgang Th. v. Fellen- 
bergs (6) und anderer mit salpetriger Séure im Uberschu®8 behandelt und 
seichzeitig mit Chloroform wiederholt ausgeschiittelt. Der Jodgehalt 
ler Lésung nach dem Ausschiitteln wurde wie tiblich bestimmt (organisch 
zebundenes, wasserlésliches Jod), ebenso derjenige des Chloroforms (an- 
rganisches Jod). 


Jodgehalt, berechnet auf 100 g¢ Milechpulver: 


eee ierae ares & Anteilam Gesamtjod. . . 4.5%, 
Se Es: s+ 6 + 4.6 © + ee ” ~ os 5: no 
Organisch, wasserléslich . . 67,0 y ” - - - « 65% 
a, ae m o - «= ae 


6. In gleicher Weise wie vorstehend wurde die Milch einer Versuchskuh 
mtersucht, welche die fiinf vorhergehenden Tage je 600 mg Jod als KJ 
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per os erhalten hatte. 


J. Schwaibold: 


Das in den Proteinen befindliche und wasser}és|ic} 


organisch gebundene Jod wurde in diesem Falle gemeinsam best imm 


Jodgehalt, berechnet auf 100 g Milchpulver: 


Im Fett Set a ee 
Im Ejiweif und organisch, 

wasserléslich . 
Anorganisch 


25,5 y 


480,0 y 
175.0 y 


680,5 » 


Summe 
Im urspriinglichen Milch- 
pulver 


Die Differenz betraigt 40,5 = 


720,0y 


Anteil am ( 


Fesamtjod . . 3.5! 


” etwa 26.0 


5,6%, was mit Riicksicht auf die Fehler 


grenze der Bestimmungsmethode und des langwierigen Analysenganges 
als befriedigend angesehen werden kann. 


a. Eine Probe der gleichen Milch wurde wie bei 5. verarbeitet, jedoch 
nicht salpetrige Saéure, sondern verdiinnte Wasserstoffperoxydlésung beim 


Ausschiitteln mit Chloroform benutzt. 


gebnis erhalten: 


Dabei wurde nachstehendes Fr 


Jodgehalt, berechnet auf 100 ¢ Milchpulver: 


Im Fett , 16,5 y Anteil am Gesamtjod . . 2.5% 
In den Proteinen . 280,0 y - - - , 41,0 °% 
Organisch, wasserléslich 244,0y - ‘ ‘ 36,0° 
Anorganisch 143,0 y a e am 21,0° 

7. Eine Milchprobe aus einem Fiitterungsversuch — Mischmilch vor 


zwei Kiihen, welche 14 Tage je 600 mg J als KJ erhalten hatten — wurd: 
genau wie bei 6a. verarbeitet mit folgendem Ergebnis: 


Jodgehalt, berechnet auf 100 ¢ Milchpulver: 


en sae 4 < 8 aes l6y 
In den Proteinen . . . 425 y 
Jod, organisch, wasse rléslich 265 y 
Anorganisch ....... S75y 
eee ee ee 


Milch - 


Im_urspriinglichen 


pulver 1215 y 


Anteil am Gesamtjod 5 
. mn ~ 39,0 
» o» + aoe 

34,5° 


8. Eine weitere Milchprobe aus dem namlichen Versuche wie bei 7 
jedoch 17 Tage nach Beginn desselben, wurde in gleicher Weise wie dor 


verarbeitet. 


Jodgehalt, 
eee a ae 48 y 
In den Proteinen 395 y 
Jod, organisch, woensstaila h 595 y 
Anorganisch 990 y 
Summe 2028 y 


In dem a hen Milch- 
palvae 24 5 os . Sty 


berechnet auf 100g Milchpulver: 


Anteilam Gesamtjod . . 2,3 


” 
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12 Stunden nach Eingabe von 0,5 g NaJ wurde von einer Kuh eine 
Milchprobe erhalten, deren Behandlung mit Aluminiumsulfat. wie unter 2. 
ngeveber, folgendes Ergebnis hatte: 


lodgehalt von Fett-EiweiB 10 y-%, Anteil am Gesamtjod . . 15,5% 
jodgehalt des Serums. . . 54y-% an a ~~ . . 84,5% 
Syme os). + a oe ee y-% 


Jodgehalt der Gesamtmilch . 67 y-% 


Ya. Dieselbe Milchprobe wurde in frischem Zustande durch ein eiweib- 
ihtes Membranfilter ultrafiltriert. Das Filtrat, dessen Wasserverlust 
vahrend des Verweilens im Vakuum durch genaue Zuriickmessung der 
‘itrierten Milch bestimmt worden war, wurde in der itiblichen Weise mit 
alpetriger Saéure unter Ausschiitteln mit Chloroform behandelt. 


lodgehalt von Fett-Eiweif 


(berechnet) . . . . . . 2y-% Anteil am Gesamtjod . . 30,3% 
Jodgehalt des ausgeschiittel- 

ten Serums (Ultrafiltrat) 30 y-%, ini - ” - « 45,5% 
\norganisches Jod ... . 16y-% * “ - _~. 6 


10. Die Untersuchung einer Milch, welche man in gleicher Weise wie 
ei 9. nach Verfiitterung von 0,25 ¢g KJ erhielt, ergab nach der Aluminium- 
sulfattrennung folgendes: 


Jodgehalt von Fett-EiweiB 2,5 y-% Anteil am Gesamtjod etwa 13,0% 
lodgehalt des ausgeschiittel- 

ten Serums .... . .13,07-% - a - . - 66,5% 
jnorganisches Jod . . . . 4.0-% és 20,5 % 
RO ns + ee te +o Oe 


lodgehalt der Gesamtmilch 19,0 y-% 

Der Stickstoffgehalt des Serums war gering: 0,035°), berechnet auf 
\(00cem Milch. 

11. Ebenso wie bei 9. erfolgte die Milchentnahme nach einer Fiitterung 


von 3,0 ¢ JodeiweiB (Jodtropon) mit einem Gehalt an organisch gebundenem 
Jod von 4,9 %. Es erfolgte Behandlung mit Alkohol entsprechend Versuch 1. 


Jodgehalt der Proteine (ber.) — 1 y-%, Anteil am Gesamtjod etwa 5°, 
Jodgehalt des Filtrats (Serum 
+ Fett). 20 y-% m - a . . 95% 


Der Stickstoffgehalt des Filtrats, berechnet auf 100 ccm Milch, war 


o 


12. Die Milch von dem gleichen Fiitterungsversuch wurde, wie bei 9a. 
ngegeben, ultrafiltriert. 


Jodgehalt von Fett-Eiweil 


(berechnet) ...... Ly-% Anteil am Gesamtjod etwa 5% 
Jodgehalt des Serums. . . 18y-% * - - » 95% 


Der Stickstoffgehalt des Serums (bezogen auf 100 ccm Milch) betrug 
0,005 %. 
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13. In emem Fiitterungsversuch hatten zwei Kiihe 5 Tage 
4.0g, dann noch 3 Tage je 12,0g¢ Jodeiwei8 (entsprechend etwas 2) 
bzw. 600 mg J) erhalten. Eine Milchprobe davon (Mischmilch beide) 
verarbeitete man in gleicher Weise wie bei 6a. beschrieben wurd: 


Jodgehalt, berechnet auf 100 ¢ Milcehpulver: 


WONG «6 as —a—aeee | Anteil am Gesamtjodetwa 4) 
In den Proteinen . . . . . 166y a a = = sh 
Jod, organisch, wasserléslich 258 y = = ‘i ; 44,7 
Anorganisch ....... My ™ " es etwa 17.) 
Summe 552 » 


In dem urspriinglichen Milch- 
PT a eos: S as i 
Einige andere derartige Versuche ergaben ahnliche Resultate 


14. In einem in gleicher Weise angelegten Versuch, wie bei 13. 
gefiihrt wurde, kam Dijodstearolséure zur Verfiitterung (ebenfalls in Meng 
entsprechend 200 bzw. 600mg J). Bei der davon erhaltenen Milehpr 
wurde das bei Versuch 6a. angegebene Trennungsverfahren angewer 


Jodgehalt, berechnet auf 100 ¢ Milchpulver: 


MORO. i wer ee ss GR Anteil am Gesamtjod etwa 53,0) 
In den Proteinen . . . . . 3253; se ™" si += SE 
Jod, organisch, wasserléslich 195 y “ sa i etwa 15,0 
Anorganisch ....... 85 2 es si —ae 
ee SG A os ew ss oe ee 
Im urspriinglichen Mileh- 

ONO wwe tt es OY 

ill. 


Es ist diesen Angaben zu entnehmen, dali auf mehreren Wege: 
versucht wurde, die verschiedenen Milchproben in deren Haupt bestand 
teile zu zerlegen. Es wurde vor allem Wert darauf gelegt, moéglichs 
ohne chemische Eingriffe zu arbeiten. Mit Ausnahme der Trennunge 
mit Aluminiumsulfat wurde dies bei allen Versuchen hinsichtlich des 
Milchfettes und der Proteine erreicht. Die Befiirchtung, daB die Mil 
proteine anorganische Jodsalze durch Adsorption zuriickgehalte: 
hatten, ist auf Grund von Versuchen anderer Autoren mit zur Mile! 
zugesetzten Jodalkalisalzen nicht anzunehmen. Ein nicht einwandfreies 
Verfahren stellt jedoch die Isolierung von méglicherweise vorhandene: 
anorganisch gebundenen Jod durch Behandlung der fett- und proten 
freien Losungen mit salpetriger Saure dar. Dieses Verfahren ist natir! 
ohne weiteres brauchbar bei Losungen von nur anorganisch gebundenen 
Jod. Wir haben aber beobachtet, daB durch solche Behandlung 
kiinstlichen organischen Jodverbindungen teilweise Jod abgespalte: 
wird, wie dies auch Th. v. Fellenberg (7) an Hand eines Beispiels mit 
geteilt hat. Es besteht demnach die Moéglichkeit, dab auf diese Weis 
weniger organisch gebundenes und mehr anorganisches Jod bestimmt 
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ord. als tatsachlich vorhanden ist. Andererseits ist es nicht aus- 
wschlossen, daB das freie Jod von irgendwelchen organischen Sub- 
ganzen gebunden wird, bevor es von dem Chloroform aufgenommen 
vrd. Alle anderen in Frage kommenden Methoden konnten aber aus 
wh triftigeren Griinden nicht zur Anwendung kommen. Wir haben 
ber versucht, die angegebenen Fehlerquellen einer richtigen Be- 
simmung dadurch zu verringern, dab in groben Verdiinnungen ge- 
rbeitet und die Extraktion des freien Jods mit Chloroform unmittelbar 
wh Zutritt der salpetrigen Siure médglichst schnell durchgefiihrt 
curde. Die Bestimmungen des Jodgehalts sind zuverlissig, da teils 
wsreichende Kontrollbestimmungen gemacht werden konnten, teils 
ne neuerdings ausgearbeitete Methode (8) angewendet wurde. 


Die Untersuchungsergebnisse bieten nicht durchweg ein einheitliches 
pid. Himsichtlich des Milchfettes ist das Resultat jedoch eindeutig. 
sowohl bei normaler Milech als auch bei der Milch der Fiitterungs- 
ersuche ist der Jodgehalt nicht beachtenswert, wodurch die Behauptung 
\. Rasches (9), da®B das Jod in der Milch an Fett gebunden sei, hinfallig 
ard. Der Jodgehalt ist in fast allen Fallen so gering, dali die Méglichkeit 
esteht, da®B bei der Trennung geringe Spuren nicht an Fett gebundenes 
lod in diesem zuriickgeblieben sind. Bei dem Fiitterungsversuch mit 
Dijodstearolséure findet sich jedoch mehr als die Halfte des verhiltnis- 
iSig groBen Jodgehalts der Milch in dem Milchfett. Dieses Jod ist 
scherlich an das Fett gebunden, und es mu®B daher durch die Milchdriise 
in Teil der verfiitterten Dijodstearolsaure, sei es als solehe oder als 
iveerid, der Milch zugefiihrt worden sein. 

Nicht so einheitlich sind die Verhaltnisse bei den Milcheiweibstoffen. 
the Héhe des an diese gebundenen Jods zeigt bei den verschiedenen Milch- 
roben betrachtliche Schwankungen. Bei den vier ersten Proben diirfte 
es sehr gering sein. Bei den auBerordentlich geringen Mengen kénnen 
llerdings die Resultate nicht so ausgelegt werden, da® tiberhaupt kein 
lod an Protein gebunden vorlag. Aber jedenfalls war dieses nicht von 
wesentlicher Bedeutung. Bei den Proben normaler Kuhmilch war dieser 
{nteil betrachtlich, jedoch betrug er in allen Fallen wesentlich weniger 
iis die Halfte des gesamten anwesenden Jods. Die angefiihrten Unter- 
achungen 9. und 9a. deuten darauf hin, da die Jodproteinsubstanzen 
mm Teil durch die Einwirkung der Aluminiumsulfatlésung und die Kali- 
auge zerlegt wurden, wonach sie also sehr labil gewesen sind. Andererseits 
eigen die Beispiele 11. und 12. eine gute Ubereinstinazmung der mit Alkohol- 
rennung und Ultrafiltration erhaltenen Ergebnisse. Aus den Resultaten 
m allgemeinen geht jedenfalls hervor, daB in der Milch normalerweise 
lodproteinverbindungen vorhanden sind, deren Menge wechselt. Die 
\rt dieser Substanzen zu bestimmen, erscheint zunachst nicht durch- 
ihrbar, da unter normalen Verhaltnissen die Mengen sehr gering sind. 


’ 


Ebenfalls sehr wechselnd ist Menge und Verhaltnis des organisch- 
vasserléslichen und des anorganisch gebundenen Jodanteils. Auf die 
‘chwierigkeiten und Unsicherheiten bei der Trennung derselben wurde oben 
«hon hingewiesen. Wir haben beobachtet, dal Wasserstoffperoxyd manche 
kinstlichen organischen Jodverbindungen weniger angreift als salpetrige 
‘iure. Und die Versuche 6. und 6a. zeigen an, daB bei einer solchen Trennung 
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mit salpetriger Siure wegen Zersetzung etwas mehr anorganisch gebu 

Jod und ebensoviel weniger organisch gebundenes, wasserlésliches |] 
gefunden wird als in Wirklichkeit vorhanden ist. AuBer bei Versiehs 
fiitterung mit Jodfett oder mit Jodalkali ist dieser Jodanteil der \\j! 
immer héher als der ar Fett und Proteine gebundene, und dabei die \\ony 
des anorganisch gebundenen Jods meist wesentlich niedriger als dic jonix, 
des organisch gebunderen, wasserléslichen Jods. Auch hier erscheint ein, 
Identifizierung der Art der Substanzen infolze der minimalen M: 
die normalerweise vorkommen, nicht durchfiihrbar. Wahrscheinlich kon 
die den Reststickstoff enthaltenden Substanzen hierfiir in Frage. 


1V. Zusammenfassung. 


1. Das in der Milch regelmaBig vorkommende Jod ist in der Lege! 
nur zum kleineren Teile anorganisch gebunden. Meist findet sich der 
groBte Anteil an die organischen Substanzen des Serums gebunden 
welchem Eiweif, Fett und Milchzucker fehlen. Eine kleinere wn 
wechselnde Menge enthalten die Proteine. Das Milchfett diirfte meis 
kein Jodfett enthalten oder doch nur so geringe Mengen, dal} sie |» 
deutungslos erscheinen. 

2. Bei Verfiitterung von Jodeiweif andern sich diese Verhiiltnis« 
wenig. Es ist daher anzunehmen, dai jodierte Bausteine des Jo 
eiweibes in die Milch tibergehen kénnen. Bei Verabreichung mabiger 
Mengen Jodalkali tritt eine wesentliche Erhéhung des anorganischen J \mr 


Jodanteils ein. Bei Verfiitterung von Jodfettsiure (Dijodstearolsiure) @ jing: 
erscheint der iiberwiegende Teil des iiberfiihrten Jods als Jodfettsiure 9 pak 
bzw. als Glycerid in der Milch. wha: 
{mr 
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Zur Frage 
nach der Ammoniakernaihrung von héheren Pflanzen. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


D. Prianisehnikow. 


(Eingegangen am 13. Januar 1929.) 


In letzter Zeit gewinnt die Frage nach dem relativen Wert von 
4mmoniak und von Nitraten in der Pflanzenernahrung, die schon 
ingst das Interesse der Physiologen auf sich lenkte, eine immer gréBere 
wraktische Bedeutung. Die Stickstoffindustrie liefert an die Landwirt- 
vhaft hauptsichlich Ammoniaksalze oder Verbindungen, aus denen 
\mmoniak im Boden entsteht, und aus diesem Grunde mu der Land. 
wirt sich eine solche Anwendung der neuen Diingemittel aneignen, 
lie es méglich macht, solche Ernteertrage zu erzielen, welche den 
Ertragen bei Anwendung von Chilisalpeter nicht nachstehen. 


Prinzipiell wurde die Méglichkeit einer Ausnutzung von Ammoniak 
lurch héhere Pflanzen ohne des Eingreifens der nitrifizierenden Organis- 
nen durch die Versuche von Adolf Mayer und Schlésing im Jahre 1874 
estgestellt. Spater, in den Jahren 1885 bis 1836, haben Miintz und 
*tsch bewiesen, dal die Pflanze auch durch die Wurzeln mit Ammoniak- 
alzen unter Ausschlu8 von nitrifizierenden Organismen ernahrt werden 
sann; doch die Resultate dieser Versuche fielen fiir Ammoniak im 
Vergleich zu solchen, die mit Salpeter erzielt wurden, schlechter aus, 
weil der physiologischen Aziditat des Ammoniaksulfats nicht Rechnung 
setragen wurde. Erst in den Jahren 1897 und 1898 wandten Kossowitsch 
ind Mazé in ihren Versuchen eine gleichzeitige Sterilisation und Neu- 


‘ralisation der Nahrmischungen an und beobachteten dabei auch 
wlehe Falle, wo das Ammoniak durch die Pflanze besser ausgenutzt 
wurde als Nitrate. 








342 D. Prianischnikow : 


Im Laboratorium des Verfassers wurden Faille einer schnellere:, 4 
nahme von Ammoniak im Vergleich zu Salpetersiure bei gleich: 
Verabfolgung von diesen Verbindungen in Form von NH,NO, sc! 
der Zeit von 1900 bis 1912 beobachtet, doch wurde eine ausfiih: 
Untersuchung in dieser Richtung erst spaéter (vom Jahre 1923 an) 
nommen. In dieser Periode fiihrten wir hauptsachlich kurzfristige Vey 
(2 bis 8 Stunden) aus, um der Notwendigkeit einer Sterilisation zu enty 
Die Ergebnisse der letzten Versuche mit NH,NO, sind schon an a) 
Stelle publiziert', hier méchten wir nur hervorheben, da®B in diesen \, 
suchen mit der Ernahrung von Pflanzen mit Ammoniaksalzen nich: 
ein EinfluB der Nahrlésung als soleher zu beobachten war, sonde) 
Resultate der Versuche auch von inneren Faktoren im starken Ma 
hangig waren; in dieser letzten Beziehung war der Kohlehydraty 
(oder richtiger das Verhaltnis zwischen dem aufgenommenen Ammoniak 
dem Kohlehydratgehalt der Pflanze) der Pflanzen von gréBter Bedeut 
Fiirr die Entgiftung des von der Pflanze aufgenommenen Ammuv 
geniit die Neutralisation desselben noch nicht die Speicheruny 
Ammoniaksalzen als solche im Zellinnern ist fiir die hédhere Pfla 
schadlich . @s ist notwendig, daB das Ammoniak in organische St 
iibergefiihrt wird, und als solche kommen in erster Linie Asparagin 
andere asparaginaéhnliche Amide in Betracht; eine Uberfiihrung 
Ammoniak in Asparagin kann aber nur bei geniigendem Gehalt an K 
hydraten stattfinden. 


In unserer heutigen Publikation wollen wir tiber den Einflub de: 
aiuBeren Faktoren bei der Ammoniakausnutzung durch die Pflanz 
berichten; wir wollen dabei die Ergebnisse von Versuchen, die wiihrend 
einer langeren Zeitdauer ausgefiihrt wurden (meistens wahrend einer 
ganzen Vegetationsperiode) ausnutzen. In diesen Versuchen wurde cer 
Einflu8 von Ammoniak und von Nitraten, welche in verschiedene: 
GefaBen ausgefiihrt wurden, verglichen. Um die Reaktion der Losung 
auf gleichem (und bestindigem) Niveau zu halten, verwandten wir 
einigen Versuchsserien die flieBenden Lésungen oder, in anderen Falle: 
gaben den Nahrmischungen in kurzen Pausen solche Mengen vo 
dezinormalen NaOQH- oder H,SO,-Lésungen hinzu, daB die Reakti 


' Vgl. die Arbeit des Verfassers: Ammoniak, Nitrate und Nitrit: 
Stickstoffquellen fiir héhere Pflanzen (Ergebn. d. Biol. 1, 1926). Daselbs 
witd auch ber die anderen Versuche des Verfassers mit Ammoniakernahriun, 
unter Beseitigung von physiologischer Aziditaét der Ammoniumsalze |» 
richtet; dazu wurden folgende Methoden angewandt: 1. Neutralisat 
2. Auswechseln der Lésungen, 3. Ersatz von starken Saéuren durch Koller 
siure (Versuche nur NH,HCO,), 4. Vergleich der Aufnahmegeschwindicker 
von NH, und HNO, aus derselben Lésung. Siehe Arbeiten und weiter 
Mitteilungen des Verfassers in dieser Zeitschr. 182, 204, 1927; 193, 211, 12> 
Historischer Uberblick der wichtigeren Arbeiten iiber Ammoniakfray: 
wurde vom Verfasser 1926 gegeben (Ergebn. d. Biol. 1). Reichliche Literatw 
angaben sind in der soeben erschienenen Arbeit von Mevius zusam: 
gestellt. (Die Wirkung der Ammoniumsalze in ihrer Abhangigkeit 
der Wasserstoffionenkonzentration, Planta 6, H. 3, 1928.) 





Zuge 


les 


Osu 











46 


Ammoniakernéhrung von héheren Pflanzen. 343 


er Nahrlésungen auch ziemlich bestandig auf einem gewissen Niveau 
rhaiten blieb?. 


\uBer dem EinfluB von Wasserstoffionenkonzentration wurde auch 
er EinfluB von Ca- und anderen begleitenden Kationen auf die Resultate 
» Ammoniakernahrung studiert. 


Zuerst wollen wir die Resultate der Versuche anfiihren, welche 
Sandkulturen mit Zuckerriiben bei bestandigem ZufluB von Nahr- 
sung? in unserem Laboratorium wahrend 3 Jahren (1926, 1927. 1928) 

wobachtet wurden. Es ergab sich, daB bei solcher Versuchsanstellung 
ie Zuckerriiben ein gutes Wachstum in reinem, mit Salzsiure aus- 
gewaschenem Sande zeigen, trotz eines verhiltnismabig geringen 
Volumens der Versuchsgefibe. und dabei ohne Beigabe von Torf (wie 
- Hellriegel gemacht hat) oder von kiinstlichem Zeolit; dann konnten 
vr feststellen, dab in Abhangigkeit von der Reaktion des AuBen- 
ediums entweder die Ammoniakernaihrung der Pflanzen  bessere 
Resultate als die Nitraternahrung gibt oder aber das Gegenteil statt- 
ndet. Als Beispiel seien hier die folgenden Angaben aus den Versuchen 
n Herrn Dikussar angefiihrt (s. die Tabelle auf der S. 344). 


Folglich gibt das Ammoniak bei neutraler Reaktion hessere Resultate. 
tihrend bei saurer Reaktion Salpeter eine bessere Stickstoffquelle fiir dic 


‘flanze als das Ammoniak vorstellt 


' Kine solehe Regulation der Reaktion erscheint notwendig, wenn 
\Ymmoniak und Nitrate selbst als Stickstoffquelle fiir die Ernahrung von 
Mlanzen und nicht die Nebeneinfliisse, wie das sekundire Auftreten der 
hvsiologischen Aziditét von Ammoniumsalzen (NH,NO, einschlieBend) 


ntersucht werden muBten. Die physiologische Aziditat solcher Salze 
ie (NH,),SO, ist so scharf ausgeprigt, daB sogar bei einer Ausgangs 
eaktion von py 4,0 die Gramineen doch eine Verschiebung der Reaktion 


, der Richtung einer noch gréBeren Aziditaét hervorrufen kénnen, wenn 
NH,),80O, als Stickstoffquelle verwendet wird; in solechen Fallen mut 
entweder taglich Alkali beigegeben oder flieBende Lésungen angewandt 
werden, um die Reaktion auf dem Niveau py =“4,0 zu erhalten. Als Beispie! 
vien die Angaben eines Versuches mit Hafer aus dem Jahre 1927 an 
zefiihrt. Um die Reaktion auf einem bestimmten py zu erhalten, miissen 
wahrend der Versuchsdauer folgende Mengen einer dezinormalen Alkali 
lisung zugefiihrt werden: 





Pu: 4 5 6 7 s 


Zugefiibrt von Alkalilésung 12.5 45,1 58,7 111.4 158.7 


2 Selbstverstandlich braucht man nicht bei theBbender Nahrlosung 
lieselbe Konzentration der Salze anzuwenden wie bei bestandiger Nahr- 
ésung; in unserem Falle wurden die Lésungen etwa dreimal mehr verdiinnt 
ls Hellriegelsche Nahrlésung. 


Biochemische Zeitschrift Band 207. 93 
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Mittleres Gewicht der Pflanzen 


bei Ammoniak bei Nitraternabrun, 

& 8 

1926. py el cae ag Oe 470.6 168.5 
Pau 5.0 a - 105,5 540.0 

1927. pu | see 485.0 340.0 
Pu a . ein 100.5 523.0 

1928. pu | Saaeeeae 452.0 34,7 
Pu | ar ee 51,5 444.7 


Im Jahre 1928 wurde ein ebensolcher Versuch mit Mais dure} 
gefiihrt; es wurden folgende Ernteertrage (lufttrockene Masse) erhalte: 





Ammoniak Nitrate 

2 & 
Bei pu ae ay ee 2S 111.2 59.6 
Bei py == 5.5 36,4 1065 


Hieraus folgt, daB auch im Falle von Mais die Ammoniakernahrun 
je nach der Reaktion des Nahrmediums sich entweder giinstiger al; 
die Nitraternihrung erweist oder im Gegenteil fiir die Pflanze nac! 


teiliger als eine Ernihrung mit Nitraten ist. 


Um die Ursachen der schwachen Entwicklung der Zuckerriilx 
die mit Ammoniak bei saurer Reaktion ernahrt wurde, aufzuklare: 
wurden schon im Jahre 1926 die geernteten Zuckerriiben einer Analy» 
unterworfen. Die Analyse zeigte, dab bei saurer Reaktion der Nahr 
lésung die Pflanzenasche der mit Ammoniak ernahrten Pflanzen + 
firmer an Kalk ist als die Asche der Pflanzen, die Natronsalpeter «1 
halten hatten (0,18 gegen 0.32%, CaQ). 


Man kénnte annehmen, da gerade die verminderte Calciun 
aufnahme bei der ammoniakalischen Ernihrung hemmend auf das 
Wachstum der Pflanzen einwirkt; deshalb haben wir im Jahre 127 
versucht, erhShte Ca-Mengen durch die Beigabe von Gips in div 
Lésungen den Pflanzen zuzufiihren; wir erhielten folgende Resultat 
(die Reaktion der Nahrmischung py = 5,5): 

Ca-Menge pro Liter... .... . 40mg 160mg 
Mittleres Gewicht der Pflanzen . . 100,5g¢ 248¢ 


Folglich wurde die Entwicklung der mit Ammoniak ernahrten 
Pflanzen durch eine Beigabe von Ca (als Ca-lon) verbessert. Die Aschen 
analyse zeigte, dab die Steigerung des Ca-Geb-lts der Nahrmischung 
auch eine Steigerung des Ca-Gehaltes der Pflanzenasche der mit 
Ammoniak ernihrten Pflanzen zur Folge hatte (0,60 statt 0.16°,, CaO 
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im Gegensatz dazu erwies sich eine Einschrankung von Ca in der 
Nahrmischung bei einer Nitraternahrung von Pflanzen nicht selten 
|; niitzlich: so z. B. in Versuchen mit Zuckerriiben (bei py — 7.0) 
virden folgende Resultate erhalten: 


Ca-Menge pro Liter... .... . 40mg 10 mg 
Gewicht der Pflanzen ..... . 132¢ 462 ¢ 


in den Versuchen mit Zuckerriiben im Jahre 1928 wurde bei ver 
~hiedenen Reaktionen des Mediums nicht nur der EinfluB von Calcium 
wndern auch von Kalium und Magnesium gepriift; eine gleichzeitige 
‘teigerung des Gehalts dieser drei Kationen war bei der Ammoniak 
enahrung fiir die Pflanzen noch vorteilhafter (im sauren Intervall) 
sim Falle, wo nur der Ca-Gehalt allein veriindert wurde. Bei py — 7.) 
sonnte dieser Einflu8 bei einer anderen Konzentration der Kationen 
is bei py == 5,5 festgestellt werden, und bei der Salpeterernihrung 
pubte die Konzentration von Ca und Mg vermindert werden, um die 
vesten Resultate zu erhalten; wir fiihren hier einige Beispiele an 





ny Menge von Gewicht 
als Stickstoffquelle - der Pflanze 
' Ca My K , 
. — gh 40 32 25 51,5 
NHS O, (Pu = 5,0) (2. 182 75 108 206.0 
| 1. 40 32 25 452.0 
; NVHy gS Oy (PH 7,0) 2. 132 75 108 434.0 
st | 3. 10 S 25 58.5 
i" ae = 1. 40 32 25 304.7 
\aNOs (Px sii ee | 9 10 8 25 509.3 


Auf Grund der oben angefiihrten Resultate kann folgende 
‘chluBfolgerung gemacht werden: Sowohl durch eine Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration als auch durch eine Anderung des Gehalts 
r das Ammonium begleitenden Kationen der Ndhrgemische kann die 
Pilanze derart heeinflupt werden, daps das Optimum ihrer Entwicklung 
ulweder mit der Ammoniakerndhrung oder mit der Nitraterndéhrung 
-usammen fallt?. 


! Es sei hier erwahnt,. daB noch in den Versuchen aus den Jahren 1908 
is 1914 wir mehrere Male beobachtet haben, daB die Asparaginsynthese 
uf Kosten von NH,Cl, welche bei Erbsen- und Wickenkeimlingen ohne 

Linfiihrung von CaCO, nicht stattfindet, auBer durch CaCO, auch durch 
Emfiihrung von CaSO, hervorgerufen werden kann. Damals war diese 
Ty fatsache fiir uns schwer versténdlich, jetzt ist aber klar, da® sich anta- 
smistische Wirkungen dabei beteiligt haben (iiber Antagonismus zwischen 
‘aleium- und Wasserstoffionen siehe die Mitteilung des Verfassers in den 
Berichten der Deutschen Botanischen Gesellschaft 1923). 


23° 
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Auber den dreijahrigen Versuchen von Dikussar mit fliebende 
Lésungen wurden in unserem Laboratorium noch Versuche jac} 
anderen Methoden im Jahre 1927 und 1928 durch Jnosemzew yyy) 
Iwanowa ausgefiihrt. In diesen Versuchen wurde durch eine Bejyaly 
von bestimmten Mengen dezinormalen Alkali- und Saurelésiung 
das py der Nahrlésung auf einem bestimmten Niveau erhalten: aul 
dem EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration wurde in diesen \, 
suchen auch der EinfluB eines gesteigerten Ca-Gehalts untersuc; 
In den Versuchen des Jahres 1927 mit Hafer wurde festgestellt. a 
falls in der Hellriegelschen Mischung die Nitrate durch ein Ammoniunisa! 
ersetzt werden, ohne dab dabei der gesamte Ca-Gehalt geandert wiy 
der Ernteertrag stark zu fallen beginnt, trotzdem die Reaktion kiinst! 
auf einem bestimmten pg-Grad wahrend der Versuchsdauer gehalt 
wurde. Nachdem sich die Resultate dieser Versuche in der zweite: 
Halfte des Sommers (1927) zu zeigen begannen, wurden Kulture 
mit Ammoniak- und Nitraternahrung der Pflanzen bei erhohte: 
Ca-Gehalt (zweifache und vierfache Dosis) eingeleitet; dann wurde: 
fiir Ammoniak héhere Ernteertrige erhalten als fiir Nitrate’. Wy) 
wollen hier keine Einzelheiten der Versuche anfiihren und _ bringer 
hier nur die relativen Ernteertrige bei Ammoniakernahrung auf di 
Ertrige bei Nitraternihrung gleich 100 bezogen (beide Versuche konnen 
anders nicht miteinander verglichen werden, weil sie zu verschiedene: 
Zeit durchgefiihrt waren) an: 


Ertrag bei Ammoniakernaihrung (in Prozenten von solchem bei Nitrat 





ernahrung). 
Pu: 4,0 6,0 4.0 
Calcium nach Hellriegel . ea 21,3 36.5 25.5 
~ in zweifacher Menge . . .% 1614 | 1023 131.5 
in vierfacher Menge. . . .% 143.5 113,2 123,2 


Es wird evident bei der Einfiihrung von Ammonium in groben 


Mengen in die Hellriegelsche Nahrmischung das physiologische Gleich 
gewicht der Kationer in der Lésung gestért und deshalb die Ent 


wicklung der Pflanzen (trotz der Beseitigung der physiologischen 


Aziditaét durch eine tigliche Beigabe von Alkali) gehemmt; bei eine: 


1 In diesen Versuchen wurde das Ammoniumsalz und die Nitrat’ 
nicht auf einmal fiir die ganze Vegetationsperiode, sondern in drei Rat ione! 
gegeben, weil ja die Lésung zeitweise gewechselt werden muBte, damit 
Nitrifikationsvorgange die Resultate der Versuche nicht verschleer 
kénnten. Uberdies kénnte die Pflanzenentwicklung durch zu groBe Gabe 
von Ammoniak unterdriickt werden; um dem vorzubeugen, mute man 
die Konzentration der Nahrlésung erniedrigen. 
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seiverung des Ca-Gehalts wird das gestérte Gleichgewicht wieder 
ergestellt, und die Ammoniakernahrung steht in diesem Falle nicht 
ler Nitraternahrung nach, sogar wirkt das Ammonium bei diesen Be- 
jingungen besser als die Nitrate auf die Pflanzen ein. 


Aus einem Versuch mit Hafer aus dem Jahre 1928 kénnen wir 
n Beispiel anfiihren : 


Ernteertrag von Hafer bei Ammoniakernaihrung. 





Calciummenge (im Vergleich mit der 
Norm nach Hellriegel) in g 
Reaktion der Lésung 


1 4 
l. Pu 4. sé ‘ 3.8 5.9 
2. Px 7 4.1 5.3 
3. Pu Sr eee a 5.0 91 


Bei Nitraternihrung (und bei py= 7) hatte umgekehrt eine 
Steigerung des Calciumgehalts in der Nahrlésung einen Riickgang des 
Ernteertrags zur Folge: ! 





Calciummenge (im Vergleich mit der 
Norm nach Hellriegel) in g 


1 4 


13,1 8.5 


Es wurden also in Versuchen mit Hafer dieselben Tatsachen beob- 
whtet, die schon friiher in den Versuchen mit Zuckerriiben festgestellt 
waren. Dieser Versuch unterscheidet sich von den vorigen (1927) 
ladurch, daB die Léisungen hier dieselbe Stickstoffmenge wie in der 
Hellriegelschen Mischung enthielten, doch wurden die Lésungen von 
Zeit zu Zeit gewechselt. um die Nitrifikation zu vermeiden; deshalb 
‘rhielten die Pflanzen hier eine iiberschiissige Ammoniakmenge, die 
sie nicht verwerten konnten, und wurden in ihrer Entwicklung durch 
\mmoniakiiberschuB etwas gehemmt (der Versuch war spat eingeleitet, 
von Ende Juli bis Anfang September). 


Inwiefern durch Beseitigung der iiberschiissigen Stickstoffnahrung 
lie Assimilation des Ammoniaks von der Pflanze erleichtert wird, zeigt 
ein Beispiel aus den Versuchen aus dem Jahre 1928. die durch Herrn 
Groschenkow durchgefiihrt wurden. Diese Versuche haben ein anderes 
Ziel verfolgt (EinfluB8 von Licht und von anderen Bedingungen auf 
lie Aufnahme von Stoffen durch das Wurzelsystem). doch kénnen 
wir aus den Resultaten dieser Versuche folgende fiir uns interessante 
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Momente hervorheben: gibt man bei einer bestimmten Konzent: 
der Lésung die Stickstoffnahrung nur wahrend kurzen Per); 
(6 Stunden aus 48), so entwickeln sich die Pflanzen besser bei Amm,,) 
als bei Nitraternihrung!, sogar ohne irgendwelche Anderung jy (j.; 
Zusammensetzung der Losung. Das ist folgenden Angaben jibe; 
Trockengewicht der oberirdischen Teile von jungen Pflanzen z. , 





nehmen: 
Ammoniak Nitrate 
| a 3.55 2.83 
Hafer - 
\ 2. 2,82 2.37 
Mais ae” ‘oo 2,29 2.00 


Als Hauptergebnis unserer Versuche kann folgender Satz. de 
nicht nur theoretisch, sondern auch fiir die praktische Anwendung y«: 
stickstoffhaltigen Diingemitteln wichtig ist. aufgestellt werden: Es qy/y 
keinen bestindigen Koeffizienten, durch den die Wirkung des Ammonia! 
stickstoffs auf die Pflanze im Vergleich zu einer solchen von Sal peti 
stickstoff ausgedriickt werden kann. Das Verhaltnis zwischen der Wirkwiny 
der einen oder der anderen Stickstoffquelle hangt von einer Reihe v« 
auBeren und inneren Faktoren ab. So kann bei Wahrung von sons 
gleichen Bedingungen die Verschiebung der Reaktion des Auben 
mediums von py = 5,5 auf py = 7.0 einen Vorzug dem Ammoniak 
stickstoff im Vergleich zu Nitraten geben. Bei derselben Reaktiv 
des Mediums (z. B. bei py = 5,5) kann die Steigerung der Konzentrativ 
der Calciumionen die Bedeutung der Ammoniakernahrung wesentlic! 
erhéhen. Bei einer Reaktion von pg = 7,0. bei der das Ammoniak 1 
flieBenden Lésungen bessere Resultate als Nitrate zeigte, rief eis 
Abnahme der Konzentration der Calciumionen einen scharfen Riickganyg 
in der Entwicklung der Pflanzen bei Ammoniakernahrung herbei. w 
die Nitrate erwiesen sich in diesem Falle als eine bessere Stickstot- 
nahrung. 


Von den inneren Bedingungen kommt dem Kohlehydratgehalt (i 
wichtigste Rolle zu: je gréBer der Kohlehydratvorrat in der Pflanz 
ist, desto gréBere Ammoniakdosen werden von derselben vertrage: 
wobei die Pflanze das Ammoniak sehr schnell in die Amidogrup)« 
unter Bildung von Asparagin und Glutamin verwandelt. 


' Analysen der Pflanzen sind noch nicht durechgefiihrt; hier kau: 
eine schnellere Aufnahme von Ammoniak als solche von positivem f) 


fluB sein. 











Amumoniakernaéhrung von héheren Pflanzen ’ 540 


Nicht nur ein Uberschu8 von Stickstoffnahrung!, sondern auch 
was der Synthese des organischen Stoffes hindernd im Wege 


(iibermaBig saures Nahrmedium, Wirkung von anistisierenden 


\itteln), kann eine Ammoniakvergiftung der Pflanze verursachen 


Wir sprechen absichtlich nicht nur von Ammoniakiiberschub, sondern 
haupt von UberschuB der Stickstoffnahrung, weil auch bei zu reichi- 
em ZufluB von Nitraten eine Ammoniakvergiftung eintreten kann, 
n der KohlehydratzufluB nicht entsprechend hoch ist, und wenn di 
nze nur die Reduktion von Salpeter bis Ammoniak, aber keine Synthese 
organischer Substanz durchfiihren kann. (Vgl. die Abhandlung des 

Verfassers in dieser Zeitschr. 182, 212, 213, 1927.) 











Untersuchungen iiber den N-Stoffwechsel des Waldbodens, 


Von 
D. Fehér. 


(Aus dem botanischen Institut der kénigl. ung. Hochschule fiir Berg 
Forstingenieure.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Uber diesen Gegenstand, wie ja tiberhaupt tiber den N-Umsaty 
der landwirtschaftlichen Béden sind bereits recht zahlreiche Unter. 
suchungen vorhanden (1). Entsprechend jener Fragestellung, dic ic! 
bei meinen friiheren Untersuchungen aufgestellt habe, haben wi 
parallel mit den Kohlensaureuntersuchungen meines Instituts auch 
die Erforschung des N-Stoffwechsels im Waldboden in Angriff y 
nommen (2). Unser erstes Ziel war zunichst, den zeitlichen Verlau! 
des N-Umsatzes und jener biologischen und biochemischen Prozess 
zu verfolgen, welche den N-Stoffwechsel des Waldbodens beeinflussen 

Ich habe im Laufe dieser Untersuchungen getrachtet, auch diesen 
Fragenkomplex in seinem allseitigen Zusammenhang zu erfassen. | 
diesen Arbeiten habe ich den N-Stoffwechsel des Waldbodens mit 
seinen beeinflussenden Faktoren untersucht. 

Die untersuchten Detailfragen waren hierbei die folgenden 

1. Der Gesamt-N-Gehalt wurde nach dem Verfahren von Gunny 
Atterberg ermittelt (3). 

2. Der Nitrat-N wurde nach dem Verfahren von Whiting, Richmond 
und Schoonower ermittelt (4). 

3. Der Protozoengehalt, wobei die Gesamtprotozoenzah|,  (« 
Cysten und die aktiven Formen getrennt nach dem Verfahren von 
Cutler ermittelt wurden (5). 

4. Der Gesamtbakteriengehalt, wobei die aeroben und anaeroben 
getrennt gezihlt wurden und die Summe der beiden den Gehalt an 
Gesamtbakterien ergibt. 

5. Die physiologischen Gruppen der Bodenbakterien wurden sacl 
einer besonderen Methode bestimmt, die das elektive und Verdiinnungs 
verfahren vereinigt (6). 
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6. Der Humusgehalt wurde mit Kaliumbichromat bestimmt (7). 
7. Die py-Werte wurden elektrometrisch mit der Methode und 
\pparatur von Mislowitzer ermittelt. AuBerdem haben wir noch eine 
eigene einfache Apparatur zusammengestellt, welche ebenfalls mit 


der Chinhydronelektrode arbeitet. Als Nullinstrument diente ein 
\}estonsches Galvanometer, und die Kompensation wurde mit einer 
\) vatstone-Kirchhoffschen Briicke bewirkt. Um das Galvanometer 


moglichst schonen zu kénnen, haben wir fiir die grobe Einstellung 
ein Milliamperemeter vorgeschaltet, das dann fiir die feine Einstellung 
mit einem einfachen Stromwechsel nach Bedarf auf das Galvanometer 
umgeschaltet werden kann (8). 

8. Die Bodentemperatur wurde an der Oberflache gemessen 
AuBerdem habe ich noch gemessen 

9. die Lufttemperatur und 

10. die Niederschlagsmenge. 

Die pu-Werte habe ich wéchentlich bzw. zweiwéchentlich gemessen. 
Die Lufttemperatur wurde mit Registrierapparaten fortlaufend ge- 
messen und die Niederschlagsmenge taglich bestimmt. Die anderen 
Faktoren wurden monatlich einmal gemessen. 

Die Bodenproben wurden nach dem Entfernen der Bodendecke 
von 5 bis 10 em Tiefe von 15 bis 20 Stellen gesammelt und sorgfaltig 
durchgemischt. 

Die Untersuchungen habe ich auf drei Versuchsflachen durch- 
gefiihrt, deren kurze Beschreibung ich im folgenden anfiihre. 


1. Fichtenwald im botanischen Garten der Hochschule. 
Versuchsflache Nr. 1. 


Alter 50 Jahre, auf Lehmboden mit reichlichen Bodenpflanzen. 

In der Nahe des Versuchsplatzes haben wir die folgenden Boden- 
pflanzen gefunden: zerstreut Ligustrum vulgare Z., Sambucus nigra /.., 
Berberis vulgaris L., dann Hedera helix L., Rubus idaeus L., Galeopsis 
pubescens Bess., Viola silvestris Lam., Lysimachia nummularia L., Brachy- 
podium sylvaticum (Huds) R. und Sch., Ajuga reptans L., Fragaria vesca L., 
Epilobium montanum L., Convallaria majalis J., Mnium undulatum (L.) 
Neck., Fissidens taxifolius. 

Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 1 und Tabelle 1. 


2. Fichtenwald in Agtalva, Forstverwaltung der Hochschule. 


Versuchsfldiche Nr. V. 


Betriebsklasse J. Distrikt I. Waldparzelle 13. Standortsklasse II. 
Hohe 360 bis 400 m ii. d.M. Frischer, sandiger Lehmboden auf Schotter. 
Alter 24 Jahre. BestandsschluB: 1,0 Exposition SW. Mischungsverhaltnis: 
0.5 Fichte [Picea excelsa (Lam. und De.) Lk.}, 0,1 Schwarzkiefer (Pinus 
nigra Arn.), 0,1 Liarche (Larix decidua Mill.), 0,3 WeiBbuche (Carpinus 
betulus Z.) und Pappel (Populus tremula L.). 
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Tabelle 1. Fichter 
1927 
Nr 
Monate: xX XI XI I, I 
1 Gesamt-Nitrogen g 
prog feuchter Erde 0,0028 0,002 8 0,002 8 0.002 4 0.003 4 os 
2 Nitrat-Nitrogen g ; 
pro g feuchter Erde 0,000 020 0,000 020 0,000 020" 0.000 021 . 0,000 02 
Aerob . 4000000 1490000 1255000 1.750000 | 2.790 000 25 00 
3  Bakterien; Anaerob . 7509000 =500000 §=450000 §400000 «200 000 ” : 
Zusammen 4750000 1990000 1705000 2150000 2 990 01% we 
Zusammen - 10 000 25 000 2 500 5 r : 
4  Protozoen ( Cysten. — 7 500 10 000 1 000 2 50) “7 
Aktiv . 2 500 15 000 1 500 2 5X = 
5 Nitrogenbind. Bakt.. 10100 7400 4700 2000, 2000 oe 
6 Nitrifizierende Bakter. 1 000 5.000 7 000 10 000 10 00 a 
7 Denitrifizierende , 100 000 70 000 40 000 10 000 10 000 00 
Humusgehalt °, 2.15 2,0 1,80 1,70 1,20 63 
pu : 5,50 5,90 6.10 6,08 5.74 94 
Bodentemperatur °C . 9.53 6,23 +039 —0,05 1,80 49 
Lufttemperatur °C 13,56 5,87 —2,24 | +1,81 3,85 197 
Niederschlage mm 32,2 75,7 20.3 9,7 63,7 a4 
1 bis 2: Gramm pro Gramm feuchter Erde, 3 bis 7: pro Gramm feuchter Erde. 
Tabelle 11. Fichteny , 
ialva 
1927 
Nr. ——_——— 
Monate : a XI. XII I I! " 
1 Gesamt-Nitrogen 0,002 8 0,002 6 0,002 8 0.0018 0,002 0 138 
2 Nitrat-Nitrogen . 0,000 033 0,000 033 0.000 084° 0,000 029 0,000 031 | 107 
Aerob . — 3 200 000 2300000 960000 3 250.000 . 
3 Bakterien { Anaerob . — 2000000 540000 160000 600000 te 
Seiciiinen ani 5 200000 2840000 1120000 3850000 1! tm 
Zusammen 10.000 50 000 2 500 1 000 50 
4  Protozoen \Cysten . 7 500 25 000 1 000 1 9 50 
Aktiv 25) 25000 1 500 ion 
5 Nitrogenbind. Bakt. - 20) 500) 1 000 1 1m) 200 
6 Nitrifizierende Bakter. 1 000 5.000 10 000 10 000 100 
7 Denitrifizierende . — 100 000 50 000 5 000 1000 ") 00 
Humusgehalt °;, 4,0 3.2 2,7 24 81 
Pu oe _ 5,2 5,5 5,8 6,12 34 
Bodentemperatur °C . 9,53 623 , + 0,39 0,05 1,80 449 
Lufttemperatur °C 13.56 5.87 | —2,24 1,81 3,85 297 
Niederschlage mm 32,2 75 20,3 9,7 63,7 &4 


bis 7: pro Gramm feuchter Erde. 


7 
1 bis 2: Gramm pro Gramm feuchter Erde, 3 
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mia dule. Versuchsflache Nr. 1. 
1928 Jahres 
durch. 
\ V VI Vil Vill IX x schnitt 
Bb 0,004 4 0,004 3 0.004 4 0,002 2 0.00077 0.0019 0.003 06 
Y082 | 0,000060 0,000050 0,000060 0,000 030 | 0,000 009 | 0,000 040. 0,000 089 
000 =6=5450000 8600000 8770000 8000000 6700000 3800000 482500) 
w 000 200000 = 1300000 1800000 1800000 2000000 1300000 877 000 
0000 =5650000 9900000 10570000) 9800000 8700000 5109000 5687000 
2500 5 000 7 500 10 000 6 300 2 500 10 000 7 275 
1000 2 500 2 500 7 500 5 000 2500 5 000 4000 
1500 2500 5 000 2 500 1 300 5000 4183 
1100 1100 1100 — 1100 1100 5000 8 061 
1000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 3 846 
9000 10 000 10.000 10.000 10 000 10000 §=100000 30 770 
63 1,40 0,96 097 1,90 2,35 2.83 1,67 
1,94 6,31 6 52 6,23 6,74 6,90 7,04 6,24 
349 10,72 15,95 21,27 18,20 14,67 10.01 9,22 
227 14,29 22,75 25,16 23,76 18,39 14.01 12,18 
a4 93,0 36,4 17,9 67,0 96,3 19,6 47,3 
alva. Versuchsflache Nr. V. 
1928 Jahres. 
durch. 
IV Vv VI Vil. VIL. IX x schnitt 
88 0,004 8 0,004 0 0,0040 § 0,0020 0,000 31 0,001 1 0,002 86 
075 0,000059' 0,000 060 0,000 047 0,000030 | 0,000 007 | 0,000 060 0,000 043 
$0000 7400000 8800000 9300000 8150000 7000000 4100000 4971 000 
000) =6©.2800000 1250000 1500000 950000 400000 1350000 .1 208 330 
1000 | 10200000 10050000 10800000 9100000 7400000 5450000 6171 660 
5000 5 000 10090 5000 5 000 5 000 7 500 9 042 
2500 2 500 2500 2500 1 500 1 090 2500 3 885 
2500 2 500 7 500 2 500 3 500 4 000 5 000 5 227 
2000 2 000 2 000 2 000 2 000 1 100 400 1 280 
1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 2 830 
0) 000 10 000 10 000 10.000 10.000 100000 100009 50 420 
281 1,97 2,13 4,08 3,55 3,04 2.53 2.81 
),34 6,23 6.8 6,34 6,32 6,35 6,77 6,12 
3,49 10,72 15,95 21,27 18,20 14,67 10,01 9,22 
2.27 14,29 22,75 25,16 23,76 18,39 14,01 12,18 
84 93,0 36.4 17,9 67,0 96,3 19.6 47,3 
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Bodenpflanzen : Corylus avellana L., Cyclamen europaewm L., Brachy- 


podium silvaticum (Huds.) R. und Sch., Viola silvestris Lam.. Convalaria 






































majalis L. und Moose. 
Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 2 und Tabelle IT. 
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3. Unterbauter Niederwald in Agfalva. Forstverwaltunge der Hochschule. 


Versuchsfldche Nr. VII. 


Betnebsklasse H. Distrikt Il. Waldparzelle 22. Standortsklasse I. 
Fliche | kat. Joch. Alter 7 Jahre. Héhe 360 m ii. d. M. Frischer, sandiger 
Lehmboden, Untergrund an dem nérdlichen Teile Schotter und an dem 
siidlichen Teile Schiefer und Gneis. Mischungsverhiltnis: 0.7 Fichte [Picea 
excelsa (Lam. und De.) Lk.j, 0.3 Tanne (Abies alba Mill.) und Larche 
(Larix decidua Mill.). Den Niederwald bilden Sprossen von Carpinus 
hetulus L. Zerstreut einige Castanea sativa Mill. und Fagus silvaticus L. 


Bodenpilanzen: Corylus avellana L.. Genista pilosa L., Genista ger- 
manica L., Vaccinium myrtillus L.. Luzula nemorosa (Pohl) E. Mey., 
Festuca ovina L., Calamagrostis epigeios (L.) Roth, Convallaria majalis L.. 
Galium silvaticum L., Fragaria vesca L., Cyclamen europaeum L., Cam 
panula persicifolia L., Campanula glomerata L., Melampyrum pratense L., 
Peltigera canina Ho/fm. 


Die Resultate der Untersuchungen zeigt Abb. 3 und Tabelle LILI. 
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Abb. 3. 


Tabelle IV zeigt die Tiefenverteilung des Gesamt- und Nitrat-N- 
Gehalts im Monat Februar 1928 bei zwei Versuchsflachen. 


Diese Ergebnisse sollen vorlaufig nur zur Orientierung dienen. Sie 
zeigen die recht interessante Tatsache, dali der Gesamt-N-Gehalt bis zu 
40cem Tiefe allmahlich zunimmt. Dagegen zeigt der Nitrat-N-Gehalt 
nur bis zu 20cm Tiefe eine wahrnehmbare Zunahme und spiiter bis 
40cm Tiefe eine Verminderung. Diese Tatsache findet ihre Erklarung 
wahrscheinlich in dem Umstand, da®B in dieser Tiefe einerseits die Nitri- 
tikation infolge des O-Mangels geringer wird und andererseits diese Schichten 
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Tabelle II]. Niederwa 
1927 
Nr 
Monate X XI. XII. I Il 
1 Gesamt-Nitrogen g¢ 
prog feuchter Erde 0,0030 0.0030 00030 0.0025 0.0022 06.004) 
2 Nitrat-Nitrogen g 
prog feuchter Erde 0,000 033 0.000030 0,000 029 0.090028 0,009 030 0.00004 
Aerob. . — 3600 000 2300000 1050000 3 162500 2640. | 
3  Bakterien | Anaerob 200000 =1700090 §=100000 §=120000) 2% - 
enmanee _ 3800000 2470000 1150000 3282500 284 ’ 
Zusammen 7 509 5 000 7 500 2 500 F | 
4 Protozoen ;Cysten. . — 2 500 2500 5 000 1 000 
| Aktiv . 5 000 2 500 2 500 1 500 
5 Nitrogenbind. Bakt. 1100 5 000 5000 11 000 ? g 
6 Nitrifizierende Bakter. 10 000 5 000 1 000 1 000 1 1 
7 Denitrifizierende . 5. 000 40 000 20000 10 000 10 
Humusgehalt ° 2,20 2,20 2,25 2.80 2 il 
PH 7 a 4.90 4.75 4.61 5.79 5s 7 
Bodentemperatur °C . 9.53 6.23 + 0.39 0.05 1,80 2s “4 
Lufttemperatur °C 13.56 5,87 — 2.24 1.81 3.85 4% 2 
Niederschlage mm 32,2 75,7 20.3 9,7 63.7 34 4 


3 bis 7: pro Gramm feuchter Erde. 


1 bis 2: Gramm pro Gramm feuchter Erde, 


Tiefenverteilung des Gesamt- und Nitratnitrogens im Febr. 1928. 


Tabelle IV. 





Oberflache 20cm Tiele 40 cm Tiefe 
; , Gesamt-N 0.00384 — 
richt ‘ ‘ p oel sc o - 4 
Fichtenwald an der Hochschule | Nitrat-N 0.000 030 veel 
re . | Gesamt-N 0.0020 0.002 7 0.004 4 
Fichtenwald bei Agfalva | Nitrat-N 0.009 031 0.009031 0.090 029 
i eReehs { Gesamt-N 0,002 2 0.0029 0.004 6 
Niederwalk . | Nitrat-N 9.000 0380 0.000035 0.000.030 


Tahbelle V. Jahresdurchschnittswerte. 





Nir Cena Fichtenwald an Fichtenwald Niederwald 
; der Hochschule bei Aqtalva bei Aqfaiva 
l Gesamt-Nitrogen 0,003 06 0,092 86 0,002 08 
2 Nitrat-Nitrogen . a tei 0,000 039 0,000 043 0.000 040 

es «+ 2s 4825 000 4971 000 5 786 710 
3 Bakterien , Anaerob. 877 000 1 298 330 870 000 
Zusammen 5 687 000 6 171 660 6 654 375 
| Zusammen. 7 275 9 042 5 375 
4 Protozoen , Cysten 4000 3 885 3041 
| Aktiv . 3275 5 157 2 334 
5 Nitrogenbindende, Bakterien 3061 1 280 2790 
6 Nitrifizierende _ 3 846 2 830 4 330 
7 Denitrifizierende - 30 770 50 420 31 660 
Humusgehalt 1,67 2,81 2.68 
oe 6,24 6,12 5,73 
Bodentemperatur °C . 9,22 9,22 9,22 
Lufttemperatur °C 12,18 12,18 12,18 
Niederschlage mm. 47.3 47,3 47,3 
1 bis 2: Gramm pro Gramm seines Erde, 3 bis 7: pro Gramm feuchter Erde 
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Versuchstlache Nr. VII. 





\ralva 
1928 Jahres: 
durch. 
\ Vv VL VIL Vil IX. X schnitt 
5 0.004 3 0.004 5 0.004 0 0.002 0 OOOOSS O.000385 0,002 08S 
052 0,000 090 0.000059 0.000068 0.000080 0.090017 0.000080 0.000040 
000) 9550 000 8 930000 11 300000 10000000 8000000 3100090 5786710 
W000 400 000 1500000 1900000 2000000) 2500000 1000000 870 000 
000 9959000 10480000 13200000, 12000000 10500009 4100000 6 654 375 
1 000 2 500 7 500 10.000 6 200 2500 7 500 5 375 
1000 2 500 1 000 750 5.000 2 500 1009 3041 
. 6 500 2500 1200 6 500 3525 
2 000 2 000 1100 1100 1100 1100 1 000 2 790 
1 000 10 000 1 000 1 000 1000 10 000 10 000 4 330 
“aon 100 000 10 000 1aan00 19.000 10 000 100 000 31 660 
4.17 3,16 2,73 2,52 2.61 2,70 2.51 2.68 
\76 6.20 6,45 5,90 5.94 6,24 §,58 5.73 
49 10,72 15.95 21,27 18,20 14.67 10,01 9,22 
127 14,29 22.75 25,16 23.76 18.39 14.01 12,18 
4 93.0 36.4 17.9 67.0 96.3 19.6 47.3 


zu dem wirksamen Wurzelbereich gehéren und dadurch natiirlich eine 
erhéhte Nitrataufnahme bedingt wird. 
Die Zusammenfassung der Resultate zeigt Tabelle V. 


Die Besprechung der Resultate. 

Wenn wir auf Grund der beigefiigten Abbildungen und Tabellen 
die Ergebnisse dieser Untersuchungen naher betrachten, so ergeben 
sich die folgenden Zusammenhange : 

a) Der N-Stoffwechsel des Waldbodens hat einen ausgeprigten 
zeitlichen Verlauf. Der Gesamt-N-Gehalt des Waldbodens erreicht 
seine maximalen Werte in den Sommermonaten Juni und Juli. Im 
Laufe des Herbstes tritt eine rapide Abnahme ein und das Minimum 
resultiert bei allen drei Waldtypen im Laufe des Monats September 
Vom September auf Oktober zeigt die Gesamt-N-Kurve eine rapide 
Steigerung, im Laufe des, Spatherbstes und des Winters bleibt sie 
ungefahr auf dem gleichen Niveau, steigt aber in den Friihlingsmonaten 
wieder merklich an, um ihr Maximum im Hochsommer zu erreichen 

Der Nitrat-N-Gehalt zeigt ungefahr das gleiche Bild mit dem 
Unterschied jedoch, daB das Maximum des Nitrat-N-Gehalts im Friihling, 
und zwar in den Monaten April und Mai zu konstatieren ist. 

Zwischen dem Gesamt-N-Gehalt und dem Nitrat-N-Gehalt einer- 
seits und dem Gesamtbakteriengehalt andererseits besteht insofern ein 
Zusammenhang, daB alle insgesamt ihr Maximum in den Sommer- 


monaten erreichen 
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Viel pragnanter und deutlicher ist der Zusammenhang zwischen 
der Boden- und Lufttemperatur und dem Verlauf der beiden N-Kurven. 
Da nach meinen friiheren Untersuchungen zwischen der Lichtintensitat 
und der Temperaturkurve ein ausdriicklicher Parallelismus besteht ({), 
so kann man ganz entschieden einen Zusammenhang zwischen dem 
Gesamt-N-Gehalt und Nitrat-N-Gehalt und diesen beiden Umwelt- 
faktoren konstatieren. 

b) Bei den beiden Versuchsflachen, Versuchsflache Nr. I und V. 
welche gut geschlossene und mittelaltrige Bestande sind, zeigen die 
nitrifizierenden Bakterien ein Maximum im Winter bzw. im Vor- 
friihling. Bei Versuchsfliche Nr. V weisen die  denitrifizierenden 
Bakterien ein Friihjahrs- und ein Herbstmaximum und bei der Versuchs- 
flache Nr. I nur ein Herbstmaximum auf. Versuchsflache Nr. VII zeigt 
etwas abweichendes Verhalten, da hier die nitrifizierenden und denitri- 
fizierenden Bakterien gleichwohl ein Frithjahrs- und ein Herbstmaximum 
zeigen. Bei diesen Versuchsflachen entspricht nun dem Friihjahrs- 
maximum der nitrifizierenden Bakterien auch ein Friihjahrsmaximum 
des Nitrat-N-Gehalts. 

c) Die N-bindenden Bakterien geben kein einheitliches Bild. 
Aus dem Gesagten geht nun auch hervor, da zwischen der Anzahl 
dieser Bakterien und dem N-Gehalt kein unmittelbarer Zusammenhang 
nachgewiesen werden kann. In diesem Falle bekommen wir daher 
ein ganz anderes Bild als bei der Kohlenséureproduktion des Wald- 
bodens. Dieser Faktor steht namlich in ganz deutlichem und kausalem 
Zusammenhang mit der Anzahl der Gesamtbakterien. Bei der N-Bindung 
im Waldboden kann auf Grund dieser Untersuchungsergebnisse ohne 
weiteres festgestellt werden, daB innerhalb eines Waldtyps die zahlen- 
maBigen Anderungen der erwahnten drei Bakterienarten fiir die Ge- 
staltung der beiden N-Kurven fast vollkommen wirkungslos sind 
Bei dem N-Stoffwechsel des Waldbodens spielt also hauptsachlich die 
durch die Temperaturainderungen induzierte Intensitét der Mikroben- 
titigkeit jene ausschlaggebende Rolle, welche den Verlauf des N-Um- 
satzes des Waldbodens unmittelbar beeinfluBt. 

Desgleichen sind auch innerhalb des gleichen Waldtyps der Humus- 
gehalt und die py-Werte fast vollkommen wirkungslos. 

Der allgemeine Verlauf der beiden N-Kurven kann nach meiner 
Ansicht in folgender Weise erklirt werden: 

Die Hauptquelle des N-Gehalts des Waldbodens ist ja bekanntlich 
der alljihrlich eintretende Laubabfall. Da der Laubabfall im Herbst 

erfolgt, so kann das derart gewonnene Material infolge der niedrigen 
Temperatur im Spatherbst und im Winter durch die Bakterien nicht 
geniigend verarbeitet werden. In diesem Falle wird daher in erster 
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Rei nicht die Anzahl, sondern die Intensitat der Tatigkeit der N- 
Rakterien durch die Temperatur beeinfluBt. 

(cemaB der steigernden Temperatur im Friithjahr und im Sommer 
tt nun eine erhéhte Intensitat der Bakterien ein. Parallel mit dieser 
Frscheinung beginnt aber auch die Lebenstatigkeit der Waldbaume, 
wdureh natiirlich hauptsachlich die Nitrat-N-Mengen verbraucht 
verden. Die Menge des Nitrat-N wird jedoch durch die nitrifizierenden 
Rakterien aus dem Reservevorrat der Gesamt-N erginzt. Im Laufe 
jes Spatsommers und des Friihherbstes wird aber auch dieser Vorrat 
allmahlich ersch6pft und es zeigen nun alle drei Waldtypen vollkommen 
jbereinstimmend, da der Vorrat an Gesamt-N und Nitrat-N ihre 
ninimalen Werte im Monat September erreichen. 

Im Oktober erfolgt wieder der Laubabfall, wodurch den N-Bakterien 

hliche Nahrung geboten wird. Und da im Monat Oktober die Tem- 
yeratur noch verhaltnismaBig hoch bleibt, so wird dadurch der N-Vorrat 
es Bodens durch die N-Bakterien wieder ergainzt. Dieser Vorrat 
leiot jedoch im Laufe des Winters ungefahr auf dem gleichen quan- 
ttativen Niveau und erst im Friihjahr beginnt dann wieder der bereits 
veschilderte Verlauf des Gesamt-N-Gehalts und Nitrat-N-Gehalts des 
Waldbodens. 

Zusammenfassung der Resultate. 


|. Der N-Stoffwechsel des Waldbodens hat einen ausgeprdgten 
»itlichen Verlauf. Der Gesamt-N-Gehalt des Waldbodens erreicht seine 
urimalen Werte in den Sommermonaten Juni und Juli. Im Lauje des 
| bstes tritt eine rapide Abnahme ein und das Minimum resultiert bei 

n drei Waldtypen im Laufe des Monats September. 

2. Der Nitrat-N-Gehalt zeigt ungefahr das gleiche Bild mit dem 
‘erschied, daB das Maximum des Nitrat-N-Gehalts im Friihling, und 
in den Monaten April und Mai zu konstatieren ist. 

3. Zwischen dem Gesamt-N-Gehalt und Nitrat-N-Gehalt eimerseits 
nd dem Gesamtbakteriengehalt andererseits besteht insofern ein 
Zusammenhang, daB alle insgesamt ihr Maximum in den Friihlings- 
vow. Sommermonaten erreichen, 


4. Viel pragnanter und deutlicher ist der Zusammenhang zwischen 
der Boden- und Lufttemperatur und dem Verlauf der beiden N-Kurven. 
Da nach dem Vorstehenden zwischen der Lichtintensitaét und der 
Temperaturkurve ein ausdriicklicher Parallelismus besteht, so kann 
man ganz entschieden einen Zusammenhang zwischen dem Gesamt- 
\-Gehalt und Nitrat-N-Gehalt und diesen beiden Umweltfaktoren 
konstatieren. 


5. Beziiglich des Zusammenhangs zwischen den nitrifizierenden und 
\-bindenden Bakterien einerseits und dem Gesamt-N-Gehalt und Nitrat- 
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N-Gehalt andererseits besteht kein so ausgepragter und kausaler Zusa, », 
hang als zwischen dem Bakteriengehalt des Waldbodens und der kj), 
sdiureproduktion desselben. Bei der N-Bindung im Waldboden 
auf Grund meiner Untersuchungsergebnisse ohne weiteres festg: <1-)); 
werden, daB innerhalb eines Waldtyps die zahlenmaBigen Ander 
der nitrifizierenden, denitrifizierenden und N-bindenden Bakterie: 
die Gestaltung der Gesamt-N-Kurve und Nitrat-N-Kurve fast wirk 
los sind. 

Bei dem N-Stoffwechsel des Waldbodens spielt also wahrsch: 
die Hauptrolle die Intensitét der Mikrobentdtigkeit, welche durc) 
Temperaturdnderungen bedingt wird. 

6. Die py-Werte und die Werte des Humusgehalts sind innerh 
des gleichen Waldtyps ebenfalls ohne deutliche Wirkung. 
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Uber lipoidlésliche und lipoidunlésliche Formen 
des Ovarialhormons (Feminin). 


Von 
E. Glimm und F. Wadehn. 


{us dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule in Danzig.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1929.) 


Die ersten Beobachtungen tiber das Vorkommen von Substanzen 
mit stimulierendem EinfluB auf das Genitale weiblicher Nager wurden 
mit Extrakten aus Ovarien und Pflanzen gewonnen. Es zeigte sich, 
ia} nur mit Hilfe von organischen Lésungsmitteln hergestellte Extrakte 
einen regelmaéBigen und einwandfreien Effekt am Tiere auslésten, 
wahrend die Wirksamkeit wasseriger Ausziige gering war und haufig 
rweifelhaft blieb. Die Bemiihungen, aus den hormonreichen Extrakten 
ler organischen Lésungsmittel das Hormon weiter zu reinigen, gelang 
war in nennenswertem Umfang: es lieBen sich viele Fette, Phosphatide 
und Cholesterine mit geringem Verlust an Hormon beseitigen, aber 
ler Versuch, das Hormon aus dem iibrigbleibenden éligen Riickstand 
in klare, wasserige Lésung iiberzufiihren, miBlang. Als Folge dieser 
Beobachtungen wurde das weibliche Sexualhormon als Lipoid be- 
wichnet (Sexuallipoid nach Fellner) und seine Wasserunldslichkeit 
behauptet, wenn auch mit der Bezeichnung der Wasserunlislichkeit 
gewiB nicht der Begriff der absoluten Wasserunléslichkeit verbunden 
vin sollte, sondern nur die Feststellung, daB das Hormon von Wasser 
n physiologisch nicht nachweiskarer Menge gelést werde. 

Die Vorstellungen iiber die Léslichkeit des weiblichen Hormons in 
Wasser und Fetten anderten sich, als Erfahrungen mit einem neuen Aus- 
sangsmaterial gesammelt werden konnten. Der Follikelsaft der Ovarien ist 
ene nur wenig triibe, wasserige Fliissigkeit mit geringer Trockensubstanz, 
labei aber besonders hormonreich. Das Feminin ist im Follikelsaft in so 

her Konzentration, bezogen auf Trockensubstanz, enthalten, wie sie 
nur nach langwieriger Aufbereitung aus den dligen Plazentaausziigen 
rhalten werden kann. Zondek (1) und Laqueur (2), die beide mit Follikel- 
sit arbeiteten, auBerten fast gleichzeitig die Ansicht, da8B das Hormon 
auch in physiologisch nachweisbarer Menge in Wasser léslich sei, und stellten 
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aus Follikelsaft wiasserige Lésungen her, die durch Pergament dialysi:rtey 
Der Nachweis der echten Léslichkeit des Hormons in Wasser wurd) yo, 
Zondek auch noch in anderer Hinsicht erbracht. 

Die absoluten Mengen freilich, in denen das Hormon bis vor ca 
kurzem in Lésung zu bringen war, sind gering. Es ist heute nach den bekany: 
gewordenen Angaben zwar nicht schwierig, wisserige Lésungen mit 50 }j 
100 M.E. in lcem herzustellen, aber diese Konzentration ist nur pliysi 
logisch eine hohe, gewichtsmaBig ist sie sehr klein, da eine M.E. nur 
bis 1/;9999 mz Trockensubstanz besitzt. Eine Lésung mit 100 M.b. jy 
Kubikzentimeter enthalt daher nur 0,01 °, Hormon. Auch in diesem Fa} 
wiirde das Hormon in chemischem Sinne als ,,unléslich“ oder als ..se}y 
schwer léslich*S bezeichnet werden miissen. Erst in letzter Zeit habe 
Dohrn, Schéller (3) und Mitarbeiter Lésungen mit 500 M.E. im Kubik 
zentimeter und Zondek (4) solche mit 5000 M.E. im Kubikzentimete; 
Wasser nach nicht angegebenen Verfahren hergestellt. 

Die Erfolge in der Schaffung einer hochkonzentrierten, wasseriy: 
Hormonlésung waren sehr wesentlich durch die groBen Fortschritte 
der Reindarstellung des Hormons bedingt. Um so reiner das Horm 
um so leichter gestaltete sich seine Uberfiihrung in Wasser. Wie steht e 
nun mit der Lipoidléslichkeit der hochgereinigten Hormonfraktionen ? D; 
Angaben hieriiber sind spirlich, da die zur Verfiigung stehenden Menge: 
von einem Reinheitsgrad von !/j999 bis 4/9999 mg Trockensubstanz sely 
klein sind und dieses Ziel tiberhaupt nur von wenigen Bearbeitern erreic}: 
worden ist. Laqueur gibt an, daB seine reinsten Hormonfraktionen, dere 
Wirkungsstirke in der angegebenen GréBenordnung liegt, tiberhaupt nich: 
mehr in Ather oder Benzol léslich sind. 


Innerhalb von 5 bis 6 Jahren haben sich also die Ansichten tiber 
eine so wichtige Eigenschaft wie die Léslichkeit des Feminins in organ. 
schen und wisserigen Lésungsmitteln véllig gewandelt. 


Die vorstehenden Betrachtungen iiber die Léslichkeitseigen. 
schaften des weiblichen Sexualhormons hatten stets zur Voraussetzung 
daB durch den Nachweis eines bestimmten biologischen Effekts, z. B. der 
Auslésung des Ostrus an der kastrierten Maus, zugleich auch die An. 
wesenheit einer bestimmten chemischen Substanz erwiesen, dal als 
fiir den gleichen biclogischen Erfolg das gleiche chemische Molekii 
verantwortlich zu machen sei. Diese Auffassung war um so melr 
berechtigt, als das Erhaltenbleiben der physiologischen Wirksamke: 
auch nach staérkstem chemischen Angriff auf das Hormon, das Intakt- 
bleiben des ganzen Molekiilverbandes zu dokumentieren schien. 


Wir haben nun im Laufe unserer Arbeiten eine Reihe von Beo)- 
achtungen gemacht, die uns keinen Zweifel dariiber lassen, daB dure 
bestimmte, und zwar sehr einfache chemische Operationen bei Er- 
haltenbleiben der wichtigsten physiologischen Eigenschaften des 
Hormons, so tiefgehende Anderungen in seinem Molekiilaufbau statt: 
finden, daB diese sich in einem ganz verinderten Verhalten des Hormon 
gegeniiber Lésungsmitteln zu erkennen geben. Unsere Erfahrunge 
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pieruber sind noch keineswegs abgeschlossen, auch sind Resultate 
yaufig vieldeutig. Als Ausgangsmaterial fiir unsere Hormonarbeiten 
liente Schwangerenharn, der ja auch fiir praktische Zwecke heute 
yesonders bevorzugt ist. Gerade im Schwangerenharn sind allerdings 
lie Verhaltnisse sehr uniibersichtlich, worauf bereits Laquer (5) sehr 
richtig hingewiesen hat. Die widersprechenden Ergebnisse bei der 
\nfertigung des Hormons aus Harn, die auch bei sorgfaltigem Arbeiten 
jicht zu vermeiden sind, glauben wir jetzt dadurch erkliren zu kénnen. 
ia} das physiologisch aktive Prinzip im Harn nicht nur vielgestaltig 
n mehr oder weniger lockerer physikalischer Bindung an Kolloide ver- 
whiedener Art gebunden ist, sondern auch dadurch, daB dieses Prinzip 
nicht immer das gleiche chemische Substrat zur Grundlage hat, wodurch 
atirlich ein sehr verschiedenes Verhalten der gleichen chemischen 
(peration gegeniiber zustande kommen kann. 

Das Hormon laBt sich von der Hauptmenge der iibrigen Harn- 
estandteile in bequemer Weise durch Ausschiitteln mit Ather trennen. 
Wir arbeiteten zu Versuchszwecken in der gleichen Weise und priiften 
ur Feststellung des quantitativen Verlaufs der Operation nach mehr- 
facher Ausschiittelung mit Ather die im Harn zuriickbleibende Hormon- 
venge. Es fand sich nun, dab zwar ein groBer Teil des Hormons durch 
\ther extrahiert worden war, da aber ein anderer kleinerer Anteil 
m Harn zuriickblieb und auch durch weiteres vielfaches Ausschiitteln 
icht entfernt werden konnte; z. B. enthielt ein hormonreicher Harn 
00 bis 5000 M.E. im Liter, nach viermaligem Ausschiitteln mit 
\ther brachte die Injektion von | cem dieses Harns noch den vollen 
Brunstgang an der Maus zum Ablauf. Dieser Hormonrest war auch 
lurch weiteres vielfaches Ausschiitteln nicht zu verringern. Jm Harn 
bt es also zwei physiologisch aktive, den Ostrus auslésende Stoffe, von 
lenen der eine, gréBere Anteil durch Ather leicht ausziehbar. also 
n Ather bevorzugt gegeniiber Wasser lislich ist und der andere, etwa 
ein Viertel der aktiven Gesamtmenge, eben nicht mit Ather ausschiittel- 
har, also bevorzugt in Wasser léslich ist. Diese Verteilung ist durchaus 
nicht fiir alle Harne gleich, es gibt Harne, in denen dieses Verhaltnis 
wesentlich anders ist; doch pflegt, die atherlésliche Form die andere 
m hochschwangeren ‘Harn stark zu iibertreffen. 

Die Auffindung dieses verschiedenen Verhaltens der physiologisch 
iktiven Substanz im Harn Ather gegeniiber war interessant genug, 
im orientierende weitere Versuche zu rechtfertigen. Unser erster 

Gedanke war der, daB die atherunlisliche aktive Substanz eine vom 
Organismus gebildete chemische Verbindung des Ovarialhormons dar- 
elle, wie solche als gepaarte Schwefelsiuren oder als Glukoronsauren 
vom Organismus zur raschen Entfernung eines tiberfliissigen oder 
vhadlichen Stoffwechselprodukts gebildet werden. 
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Lag eine esterartige Verbindung des Ovarialhormons in der «; hye; 
unlislichen Form vor, wie es im einfachsten Faile vermutet werde; 
konnte, so erschien es méglich, diese Verbindung durch Koches in 
alkalischen Medium aufzuspalten, das Ovarialhormon aus seiner ‘ther 
unléslichen Verbindung in Freiheit zu setzen. Versuche, die zu dicsem 
Zwecke angestellt wurden, hatten ein iiberraschendes Resultat. W iirc 
hormonreicher Harn, dessen aktive Substanz zu mindest drei Vierte| 
Teilen atherléslich war, in alkalischer Lésung mehrere Stunden kraftig 
gekocht — am besten verlauft die Umwandlung, wenn das verdampfend 
Wasser nicht ersetzt, sondern der Harn eingeengt wird —, so ist nach 
dieser Zeit praktisch die gesamte aktive Substanz dtherunloslich geworden 


Die aktive Substanz eines Harns betrug 5000 M.E. im Liter, dave 
waren etwa 3000 M.E. mit Ather extrahierbar. 10 Liter des alkalisch 
gemachten, sonst unveranderten Harns wurden auf 0,8 Liter ein 
geengt. Jetzt waren auch nicht 300 M.E. auf den Liter urspriinglic! 
berechneten Harns auszuziehen. Eine Zerstérung des Hormons dure) 
das Kochen war wegen seiner bekannten Stabilitat nicht zu erwarten 
Immerhin zeigte der Versuch am Tiere, daB das Liter des eingeengten 
Harns nur 25000 bis 35000 M.E. enthielt, also mindestens die gleich 
Menge Hormon inaktiviert oder durch die unvermeidlichen Nieder 
schlige ausgeschieden worden war. Praktisch war also die ganze Ather 
lisliche physiologisch aktive Substanz verschwunden und nur noc! 
iitherunlésliche vorhanden. Rein rechnerisch kénnten die Dinge 
bei der groben Streuungsbreite biologischer Auswertungen — auch » 
liegen, daB das Kochen nur die atherlésliche Substanz in irgend eine: 
Weise inaktivierte, die atherunlésliche aber nicht angriff und dies 
sich daher in der Endlésung allein vorfand. Diese Annahme ist als 
solche nicht gerade wahrscheinlich, scheint aber auch durch noch zu 
beschreibende Versuche widerlegt zu sein. 


Ob die durch das Kochen in alkalischem Medium gebildete ather 
unlésliche Form mit der natiirlich im Harn vorkommenden identisc! 
ist, kann nicht ohne weiteres behauptet werden. Es scheint jedenfalls 
méglich zu sein, durch verschieden langes Kochen atherunldslicl: 
Verbindungen zu erzeugen, die sich, wie wir gleich sehen werden. in 
ihrem Verhalten Sauren gegeniiber unterscheiden. 


War unsere Auffassung von der durch das Kochen in alkalischen 
Milieu erfolgten Umwandlung der atherléslichen in die atherunléslicl: 
Form des Ovarialhormons richtig, so konnte unter Umstianden erwarte'! 
werden, daB eine Behandlung mit Sauren, die entgegengesetzte Wirkung 
auslésen, d.h. die atherunlisliche Substanz in eine atherlésliche um 
gewandelt werden wiirde. Das ist in der Tat in gewissem Umfang de 
Fall. Am besten verlaufen die Saéureversuche mit Harnen, in denet 
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je atherunloésliche Substanz noch nicht ganz durch die Alkalibehandlung 
verschwunden ist, sondern etwa die Halfte des Hormongehalts aus- 
macht. Aus dem so vorbereiteten Harn wird der atherlisliche Teil 
wreh sorgfaltiges Ausithern entfernt und nun der Harn, der nur noch 
jie atherunlésliche Form des Ovarialhormons enthalten darf, mit 
« viel Salzsiure oder Schwefelsiure versetzt, daB die Lésung normal 
his zweifach normal wird, und aufgekocht. Nach dem Kochen sind 
rhebliche Mengen der physiologisch aktiven Substanz von neuem dither- 
islich geworden. Auch hier sind zahlenmaBige Angaben iiber die Voll- 
sandigkeit der Reaktion kaum zu machen; fiir gewOhnlich erhalt man 
etwa die Halfte der atherunlislichen Form in die atherlésliche zuriick. 
Das Schicksal des anderen Anteils ist unbekannt: der Harn ist meist, 
iber durchaus nicht immer, nach der Behandlung mit Saure physiologisch 
naktiv. Auffallend ist die Tatsache, daB die Umwandlung der ather- 
nlislichen in die atherléssiche Form des Ovaria'hormons haufig nicht 
oder nur sehr unvollkommen gelang. Es sind dies besonders Fille, in 
denen das Hormon besonders langem Kochen unterworfen worden 
war. So gelang es nicht, aus einem derartigen Harn, der mindestens 
\4?M.E. atherunlésliche Substanz enthielt, durch Variation der 
Siurekonzentration von 0.3- bis 3fach n und durch Veranderung der 
Erhitzungsdauer von kurzem Erwirmen bis mehrstiindigem Kochen 
ler sauren Lésungen auch nur einen Teil durch Atherextraktion zu 
gewinnen. 

Die besprochenen Befunde waren bei Gelegenheit von Darstellungs- 
versuchen des Hormons aus Schwangerenharn erhoben worden. Die 
Verhaltnisse im Harn sind, wie gesagt, sehr uniibersichtlich. Es konnten 
beim Kochen des Harns die vielen Ballaststoffe einen unkontrollier- 
baren EinfluB auf das Ovarialhormon ausiiben. Es schien erwiinscht, 
lie beobachtete Umwandlung des Ovarialhormons in eine Ather- 
mlésliche Form oder Verbindung an méglichst reinen Hormonlésungen 
m studieren. Hierbei konnte jedenfalls die Frage der Lésung naher 
gebracht werden, ob die Umwandlung der atherléslichen, physiologisch 
aktiven Substanz in eine Atherunlisliche einer chemischen Reaktion 
des Hormons mit einem der Harnbestandteile zuzuschreiben sei oder 
ob diese Uminderung der physikalischen Eigenschaften allein auf 
einer anderen Atomgruppierung innerhalb des aktiven Molekiils beruht. 

Um diese Frage zu priifen, behandelten wir wasserige Hormonlésungen, 
lie wir aus Harn hergestellt hatten und die eine sehr geringe Trocken- 
substanz besaBen, in der beim Harn angegebenen Weise. Auch hier war 
ler gleiche Vorgang festzustellen. 100 ccm einer Lésung, die 20 M.E. im 
Kubikzentimeter enthielt, wurde im alkalischen Milieu auf 10 ccm ein- 
veengt, vom gebildeten Niederschlag abgetrennt und das Filtrat aus- 
geathert. Die Lésung enthielt noch 20 M.E. im Kubikzentimeter und verlor 
durch weiteres dreimaliges Ausithern kaum etwas von ihrem aktiven 
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Bestande. Diese Verdinderung war erst durch das Kochen eing 
Denn wurde die urspriinglicheLésung direkt fiinfmal ausgeathert, so « 
sie kein Hormon mehr: | cem in fiinf Teilen innerhalb von 2 Tagen 
brachte auch nicht die leiseste Brunstwelle in Gang. 

Nun betragt allerdings in der angewandten, an sich sehr reinen H 
lésung das Hormon gewif nur den zehnten oder hundertsten 1 
Gesamttrockensubstanz, so dali chemische Umsetzungen des H; 
mit diesen iibriggebliebenen Ballaststoffen nicht auszuschlieben 
Immerhin méchten wir bei der Leichtigkeit, mit der die Umwa: 
auch unter diesen ganz anderen .Konzentrationsverhaltnissen vonst 
geht, annehmen, dai die genannten Verainderungen nicht extramol 
sondern intramolekular verlaufen. 

Bei der Wichtigkeit, die bei allen biologischen Versuchen die ben 
Testmethode beansprucht, wollen wir in Kiirze auf einige Erfahru 
in Betreff der nach der Kastration notwendigen Beobachtungsdaue: 


Miuse zu sprechen kommen. Allen und Doisy hatten die kastrierten Rat: 
gleich nach der Ausheilung der auBeren Schnittwunde in Benutzung . 
nommen. Zondek und Laqueur priiften nach der Kastration 3 bis 4 Wocl, 
lang den Abstrich, ehe sie die Tiere in den Versuch nehmen. Anfangi 


verftuhren wir ebenso und hatten einen auffallend hohen Prozentsatz 
spontan briinstenden Miusen. Es fiel uns auf, dab bhesonders Mause, 


im Hochbrunstzustand kastriert worden waren, spaiter erneut in Bruns 
gerieten. Wir téteten diese Tiere nun nicht mehr, sondern beobachtet: 
sie weiterhin und fanden, da in der Mehrzahl der Fille weitere, aber im, 
schwichere Brunstgiénge auftraten, die schlieBlich ganz zu verschwini 
pflegten. Wir gehen daher jetzt so vor, daB wir die Tiere nach der Kast rat; 
3 bis 4 Wochen in Ruhe lassen und sie dann 3 Wochen lang abstreicl: 
Brunst ist dann nur in sehr seltenen Fallen und nur bei offenbar ungeniive: 
operierten Tieren zu beobachten. Wie sich ein Brunstgang auch ohne Ova 
wie er im Anfang nach der Kastration auftreten kann, erklaren labt, entziec! 


sich unserer Beurteilung. Es ware vielleicht daran zu denken, dai! 


Hypophyse, die zweifellos reich an Feminin ist, wie O. Fellner zeigte 


wir selbst bestatigen konnten, periodisch bis zu ihrer Erschépfung 
aufgespeicherten Hormonvorrat abgibt. 


Unsere Priifungen an der Maus wurden zeitweilig nach der Léwe sv! 
Zahlmethode vorgenommen. Diese Methode bewihrte sich zur Feststell:. 
auch feinerer Unterschiede im Gehalt der Lésungen auf das beste und 
in allen denjenigen Fallen zu empfehlen, in denen eine méglichst hohe ( 
nauigkeit erreicht werden soll. Andererseits ist die groBe Mehrbelast unz 


Arbeit nicht zu verkennen, die ihre Ausfiihrung mit sich bringt. Bei 
Mangel an Hilfspersonal waren wir zur Bewiiltigung unserer zahlrei 
Auswertungen daher gezwungen, zu dem einfachen Test nach Zo 
zuriickzukehren. 


Wir teilen die vorstehenden Ergebnisse iiber die chemiscl 
Reaktionsfihigkeit des Ovarialhormons trotz ihrer Unvollstandigke 
schon jetzt mit, da sie mit der bisherigen Auffassung tiber die Stabilit« 
des Ovarialhormons nicht zu vereinbaren sind. Wir glauben scho 
jetzt die Aufmerksamkeit auf dies Gebiet lenken zu diirfen, da dessen 
Bearbeitung vielleicht die eine oder andere Aussage tiber die chemi»! 
Natur des Ovarialhormons erméglichen wird. 
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in gewisses Interesse wird auch der Frage entgegenzubringen sein, 
» die physikalisch sich unterscheidenden Formen des Sexualhormons 
wel physiologisch voneinander verschieden sind, da die brunsterregende 
Wirkung ja nur einen Teil des biologischen Wirkungsbereiches ausmacht 


Zusammenfassung. 


Im Harn befindet sich die physiologisch aktive éstruserzeugende 
Substanz in einer atherléslichen und in einer atherunléslichen Form 
der Verbindung. Die erstere iiberwiegt die letztere wesentlich. 

Durch anhaltendes Kochen im alkalischen Medium werden die 
itherléslichen Anteile im Harn ebenso wie in hochgereinigten kiinst- 
ichen Lésungen in eine atherunlésliche Form umgewandelt. Die 
Dauer des Kochens scheint die chemische Natur der entstehenden 
itherunléslichen Verbindung zu beeinflussen. Ob die natiirlich im 
Harn vorkommende atherunlésliche aktive Substanz mit der kiinstlich 
vewonnenen identisch ist, ist noch nicht zu entscheiden. 

Die durch kurzes Kochen in alkalischem Medium entstandene 
itherunlésliche Form ist durch Behandlung mit Sauren zum Teil wieder 
un die atherlésliche Form tiberzufiihren. 
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Uber die Bestimmung kleinster Jodmengen. 


Von 
E. Glimm:und J. Isenbrueh. 


(Aus dem Laboratorium fiir Nahrungsmittelehemie der Technischen Hoc). 
schule zu Danzig-Langfuhr). 


(Eingegangen am 13. Januar 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


. 

In den letzten Jahren ist die Bedeutung des Jods fiir die Bildung 
und Erhaltung der lebenden Substanz immer deutlicher erkannt worden 
Diese Bedeutung des Jods fiir das Leben geht jedenfalls iiber die Rol) 
hinaus, die es in der Schilddriise oder dem Schilddriisenhormon spielt 
wenn auch gerade auf diesem Gebiet Jodmangel und Jodiiberflul 
am sichtbarsten Folgezustande hervorrufen. Seitdem im Jahre 18%) 
Baumann (1) in der Schilddriise Jod auffand, hat eine groBe Anzah| 
von Untersuchungen in fast allen Organen des tierischen Kérpers und 
in allen wichtigeren Lebensmitteln Jod nachgewiesen. 


Wir sind seit einiger Zeit mit Untersuchungen iiber den Jodgehalt 
der Lebensmittel der Danziger Gegend und den von Schilddriisen 
Blut usw. gesunder und kranker Menschen beschaftigt. AnlaB, den 
Jodproblem weiter nachzugehen, gab das haufige Auftreten von Kropi 
in unserer Gegend, trotzdem diese, an der Meereskiiste gelegen, nac! 
der Jodmangeltheorie kropffrei bleiben miiBte. 


Als wir mit unseren Jodbestimmungen begannen, glaubten wi 
bei der quantitativen Bestimmung des Jods keine prinzipiellen Schwierig 
keiten vor uns zu haben, da sich nach den vorliegenden Literatur 
angaben selbst kleine und kleinste Jodmengen auch in viel organischer 
Substanz in einfacher Weise quantitativ erfassen lassen. 


Wir benutzten zu Anfang die Methode nach von Fellenberg (2), «wv 
bislang in der Mehrzahl der Arbeiten iiber Jodgehalt Verwendung gefun:er 
hat. Die Analysen, die wir mit Milch und Fleisch nach dieser Method: 
ausfiihrten, hatten ein ganz negatives Resultat. Wir konnten in den !« 


treffenden Nahrungsmitteln nur sehr wenig Jod nachweisen. Dieses Ergebnis 
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y uberraschend und konnte in unvermeidlichen Fehlerquellen in der 
Methode begriindet sein. Ein fast giinzlicher Mangel an Jod in den 
tersuchten Stoffen war nach den vorliegenden Befunden von anderer 
seite doch nicht wahrscheinlich. 

Nach der von Fellenbergschen Methode wird die auf Jod zu unter- 
whende Substanz in eisernen Schalen, unter Zusatz von Atzkali oder 
‘ottasche, verascht. Die entstehende Kohle wird nach dem Auslaugen 


{ 


anzlich verbrannt, der Riickstand aufgelést und mit dem Filtrat von der 
kohle vereint. Alles Jod ist in der erhaltenen alkalischen Salzlésung als 
kJ vorhanden und in dieser Form durch Alkohol leicht auszuschiitteln. 
er Alkohol wird verdampft und im entstehenden Riickstand das Jod 
trimetrisch nach Oxydation mit Brom zu Jodat nach Zusatz von KJ 
ler kolorimetrisch nach Freisetzung des Jods mit Natriumnitrit und 
schwefelsiure bestimmt. 

Nach unseren Erfahrungen ist die titrimetrische Methode der 
solorimetrischen, wie auch Sturm (3) angibt, bei weitem vorzuziehen. 
Die groBten und praktisch kaum zu iiberwindenden Schwierigkeiten 
macht der erste Teil der Methode: die Veraschung der Substanz, bei 
ler nach Fellenberg jedes starke Gliihen und das Aufglimmen der Kohle 
miglichst vermieden werden soll. Diesem Ziele, ein Veraschen der 
Substanz zu erreichen, ohne daB die verkohlende Substanz ins Gliihen 
gerat und dabei doch ein farbloses Filtrat von der Kohle erreicht wird. 
sind wir selbst nach vielen Versuchen und emsigem Probieren nicht 
niher gekommen. Vermieden wir das Aufglimmen von Kohleteilchen 
fast ganz, so war das Filtrat von der Kohle braun oder doch stark gelb 
gefirbt. Erhitzten wir die Eisenschale stirker, wobei ein Gliihen der 
Schalen selbst peinlichst vermieden wurde, so erhielten wir ein zwar 
blankes Filtrat, aber das Aufgliihen der einzelnen Kohlepartikelchen 
war nicht zu vermeiden. 

Zur Nachpriifung der von Fellenbergschen Methode arbeiteten wir 
Proben auf, die eine bekannte Menge Jod enthielten. 10¢ Zucker, der 
jodfrei ist, wurden in Wasser gelést und mit einer bestimmten Menge Jod- 
kaliumlésung und 2g Kaliumhydroxyd in einer Platinschale versetzt, 
eingedampft, sorgfailtig verbrannt und in der angegebenen Weise weiter 
verarbeitet. Einige Veraschungen wurden mit, andere ohne Zusatz von 
Natriumnitrat ausgefiihrt. Titriert wurde mit n/500 Thiosulfatlésung. 
Niemals war die zugefiihrte Jodmenge auch nur annahernd wiederzufinden. 
So wurden z. B. von 10 y zugefiihrtem Jod 4 bis 6y, von 20y 14 bis l6y 
muriickgefunden. 


Wenn man nun bedenkt, daB das Verhaltnis der zu verbrennenden 
organischen Substanz in den zu untersuchenden Lebensmitteln zur 
Jodmenge teilweise ein noch erheblich ungiinstigeres ist als in den 
Zuckerversuchen, so diirfte der negative Ausfall, der nach dieser Methode 
ausgefiihrten Jodbestimmungen in diesen Nahrungsmitteln erklart sein. 

Der kolorimetrische Jodnachweis nach von Fellenberg ist gewib 
sehr einfach, wenn reine KJ-Lésungen vorliegen, und wir kénnen 
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seinen Angaben nur zustimmen, daB es in diesem Falle méglic) js 
schon 0,3 y oder bei groBer Ubung noch geringere Mengen 9 
zuweisen. Liegen aber nicht reine K J-Lésungen, sondern, wie es }ei) 
praktischen Arbeiten stets vorkommt, K J-Lésungen vor, die noch sande: 
Salze enthalten, so sind die auftretenden Fiarbungen wesentlic! 
scharfer, so daB wir schlieBlich nur noch die titrimetrische Met}, 
benutzt haben. 


Die Vorbedingung fiir die Methode von Fellenberg ist die N 
fliichtigkeit des Kaliumjodids bei Temperaturen, die nahe dem (}ii! 
punkte liegen. Wir haben uns davon nicht tiberzeugen kénnen. |) 
Fliichtigkeit von KJ in dem fein verteilten Zustande, in dem es in «4 
Veraschungen und bei den spateren Operationen vorliegt, ist jedenfs 
eine unerwartet hohe. 

Die von Fellenbergsche Methode ist in letzter Zeit mehrfach recly 
kritisch beurteilt worden. Blum (4) konnte mit ihr im Blute kein Jo 
nachweisen und bezeichnet sie fiir diese Zwecke direkt als unbrauchha: 
von Fellenberg (5) selbst versucht jetzt die Jodverluste, die beim §) 
hitzen im offenen Schalchen kaum vermeidbar sind, zu verhiiten, inden 
er einen Teil des Aufschlusses im geschlossenen Rohre vollzieht. §; 
iindert damit einen wesentlichen Teil seiner Methode. 


Nach diesen Erfahrungen mit der von Fellenbergschen Methox 
priiften wir andere, inzwischen in der Literatur erschienene. _ [n 
Jahre 1927 veréffentlichte Wailke-Dérfurt (6) Analysen, die er au! 
anderem Wege erhalten hatte und die auf dem sauren Aufschlul de: 
zu untersuchenden Materialien im geschlossenen System beruhe: 
Es handelt sich bei diesen Analysen um Bestimmung des Jodgehalt: 
von Gesteinen. Diese Methode wurde kurze Zeit darauf auch vo 
Pfeiffer (7) mit einiger Abanderung benutzt, um Jod in rein organische: 
Stoffen quantitativ zu bestimmen. Pfeiffer geht so vor, daB er di 
Substanz im Corleighkolben mit Schwefelsiure unter allmahlicher 
Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd zersetzt und die sich entwickelnde: 
Gase unter schwachem Luftdurchdriicken durch eine mit KOH ! 
schickte Vorlage treibt. Das Jod der betreffenden Substanzen so! 
dabei als Jodwasserstoff frei werden und bei der vorgeschriebene: 
Temperatur von 120° restlos in die Vorlage iibergehen, aus der e 
dann in bekannter Weise kolorimetrisch oder titrimetrisch zu |!» 
stimmen ist. 


Uns schien dieses Verfahren sehr brauchbar, da hierbei ein J 
verlust ausgeschlossen und so ein restloses Erfassen des gesamten J0'- 
méglich ist. Wir arbeiteten daher genau nach der Vorschrift Pfei//er 
und versuchten zuerst in Proben von bekanntem Jodgehalt die Brauchha 
keit der Methode zu bestatigen. Zu diesem Zwecke wurden 5g Krista! 
zucker, der absolut jodfrei ist, in dem AufschluBkolben mit einer bestimmt: 
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Mi Jodkalium versetzt, dann nach den Pjei/ferschen Angaben ver- 
rannt und im Destillat das Jod bestimmt. 


Wir geben nachstehend einige der erhaltenen Resultate wieder: 


l. 3¢ Zucker + 10y Jod, zuriickgefunden 0» 
2. 3¢ - + Oy » 7 0» 
3. lg a Oy ws = 0» 
4. 3¢ - ;—ey w» = 5y 


1. 25¢ Rindfleisch, gefunden Oy Jod 


2. 25¢ * | 10y Jod, zuriickgefunden 0 y 


Die erhaltenen Resultate waren so schlecht, daB die Methode in 
lieser Form uns nicht zuverlissig erscheint. 

Nach einer Reihe von Vorversuchen ist es uns gelungen, die saure 
\ufschluBmethode in geschlossener Apparatur derart abzuandern, 
la8 sie nun mit Sicherheit zuverlissige Werte liefert. 

Die groBen Verluste an Jod bei der urspriinglichen Pfeifferschen 
\ethode konnten besonders auf zwei Fehlerquellen zuriickzufiihren 
vin. Nach dem Pfeifferschen Arbeitsgang wird die zu untersuchende 
Substanz mit Schwefelsiure und Wasserstoffsuperoxyd bei Tempe- 
raturen bis 120° erhitzt und angenommen, daB dadurch Jod als 
Jodwasserstoff in Freiheit gesetzt wird und bei dieser Temperatur 
restlos tiberdestilliert. Es war uns nicht unwahrscheinlich, daB bei 
lem groBen Cberschu8 an H,O, und der vorhandenen konzentrierten 
H,SO, eine Umwandlung in HJ nicht restlos stattfindet, oder, dab 
entstandener HJ wieder zu elementarem Jod oxydiert wird. War das 
ler Fall, so lag die angegebene Destillationstemperatur zweifellos 
m niedrig. Wir gingen deshaib nach erfolgter Zerstérung der Substanz 
wwischen 40 und 90° mit der Temperatur héher hinauf und erhitzten 
num SchluB bei 230° 1 Stunde lang unter Luftdurchleiten. 

Eine zweite Fehlerquelle glauben wir in der von Pfeiffer benutzten 
Vorlage zu finden, die einfach aus zwei hintereinandergeschalteten, 
gewOhnlichen Waschflaschen besteht. Das Jod oder der Jodwasserstoff, 
die wahrend des Aufschlusses entstehen, treten als ungemein feine 
Nebel auf, die durch einfaches Durchleiten durch Natronlauge nicht 
oder nur sehr unvollkommen absorbiert werden kénnen. Um einen 
Fehler hierbei auszuschalten, wahlten wir mit einer kleinen Ab- 

anderung als AbsorptionsgefiB eine kiirzlich von Kochmann (8) be- 
schriebene Energiewaschflasche, die ein auBerst intensives Durch- 
waschen des Gasstroms durch verhaltnismaBig wenig Fliissigkeit 
gewahrleistet. 


Weiter scheint uns der von Pfeiffer angegebene Aufschlub- 
kolben zu groB. Je weniger toter Raum vorhanden ist, um so 
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leichter und vollstindiger mu8 das Ubertreiben des frei werdendey 
Jods gelingen. Der Kolbenhals des AufschluBkolbens wurde so kur, 
wie angingig gewihlt. Bei dem Pfeiffer-Corleigh-Kolben kondensier: 
sich im Laufe der Destillation stets eine Menge Wasser in dem lange 


Kolbenhals. Dieses Kondenswasser geht nur sehr schwer in die Vor. 


lage iiber. Es kann Jod oder Jodwasserstoff enthalten, die sic} 
infolgedessen der Analyse entziehen. 


Es gelang uns auch niemals nach der P/feifferschen Vorschritt 
einen solchen Unterdruck in der Apparatur zu erreichen, dab, wen 
die Verbrennung einmal im Gange war, neue Mengen Perhydro! 2) 
gegeben werden konnten. Stets war ein Uberdruck vorhanden, so dal 
zuerst immer Gase durch den Tropftrichter entkamen. 


Wir anderten diesen Ubelstand in der Weise ab, daB wir zu Anfang 
schwach saugten und spiter nach der Verbrennung Luft durchdriickten 
Genaueres ist bei der naiheren Beschreibung unserer Methode a: 
gegeben. Sodann bemerkten wir, daB in dem Corleighkolben in 
Innern der langen Rohrwand und an dem mittleren Teile, der das 
Thermometer enthielt, besonders bei Fleich und Blut sich braune und 
weibe Niederschlige ansetzten. Es verbrannte also nicht alles. 
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Abb. 1. Apparatur. 
Unsere Apparatur, die wir endgiiltig benutzten, zeigte folgend: 
Beschaffenheit!: 


Als AufschluBgefiB verwenden wir je nach der Menge des zu ver 
arbeitenden Materials Kolben von 150, 300 oder 500cem Inhalt. Der 


1 Die Apparatur wird von der Firma E. Leitz-Bergmann, Berlin NW 6, 
Luisenstr. 45, geliefert. 
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Hals des Kolbens ist weit genug, um die zu untersuchenden Proben 
mit Hilfe eines Trichters leicht einfiihren zu kénnen, und ist durch einen 
eingeschliffenen Stépsel, der durch eine Drahtspirale am Kolbenhals be- 
jestiet ist, verschlieBbar. Die Zugabe von konzentrierter H,S O, und 
H,0, erfolgt durch einen eingeschmolzenen Tropftrichter, dessen Ende bis 
wf den Boden des Kolbens reicht und an dem ein seitliches Rohr sitzt, 
lurch das Luft zugefiihrt werden kann. Dicht unterhalb des den Kolben- 
hals verschlieBenden Stépsels fiihrt ein Rohr ab, das am Ende zur Aufnahme 
ies entsprechenden Ansatzteiles der Vorlage eingeschliffen ist. Die Vorlage 
ist die bereits erw&hnte, etwas abgeidinderte Energiewaschflasche von 
Kochmann. Sie wird auf 1 g aufzuschlieBende Trockensubstanz mit 100 ccm 
2% iver KOH beschickt. Der Luftstrom passiert vor seinem Eintritt in 
ln Kolben zwei mit konzentrierter KOH beschickte Waschflaschen, 
lie zur ZerreiBung der Luftblasen mit Glaswolle versehen sind. Durch 
inen Glashahn zwischen Gasometer und Waschflasche und durch einen 
Quetschhahn zwischen Waschflasche und AufschluBkolben ist genaues 
Regulieren des Luftstroms méglich. 

Als Dichtungsmittel fiir die Schliffe bewihrte sich die auch von 
Wilke-Dérfurt benutzte sirupése Phosphorsiure. Zur Ausfiihrung der 
Bestimmung wird der mit der zu untersuchenden Substanz beschickte 
Kolben in ein Paraffinbad von 40 bis 60° gesenkt und nach Herstellung 
der Verbindung mit der Vorlage und dem Gasometer durch den Tropf- 
trichter die konzentrierte H,SO, zugelassen. Auf 1 g Trockensubstanz 
iechmen wir 20 bis 25 cem H,SQ,, das ist wesentlich mehr als Pfeiffer 
verwendet. Dieser Uberschu8 an H,S0, fiihrt zu einer schnelleren und 
vollstindigeren Verbrennung. Der Quetschhahn zum Luftdurchleiten ist 
vorlaufig geschlossen. Nach gutem Vermischen von Substanz und Schwefel- 
siure wird durch vorsichtiges Ansaugen an der Vorlage ein geringer 
Unterdruck im Aufschlu8kolben erreicht und nun durch Offnen des 
Tropftrichters 30° iges H,O, in den Kolben gegeben. Es setzt sofort 
eine lebhafte Reaktion ein. Die Zugabe des H,O, ist so zu leiten, dab 
die Gasblasen durch die Vorlage langsam hindurchtreten und _ nicht 
tiirmisch hindurchgetrieben werden. Ist die Reaktion ruhiger geworden, 
w wird erneut H,O, zugegeben, indem fortwahrend auf eine méglichst 
gleichmaBige Gasentwicklung geachtet wird. Die Temperatur im 
Kolben steigt dabei auf etwa 90°. Ist die Substanz véllig verbrannt 
der Kolbeninhalt klar geworéen — und 1aBt die Gasentwicklung nach, 
« wird der Quetschhahn der Luftzuleitung vorsichtig geéffnet und 
dafiir gesorgt, daB ein gleichmaBiger Luftstrom durch die Apparatur 
streicht und weiter Blase fiir Blase in der Vorlage emporsteigt. Zugleich 
wird stirker erwirmt und die Temperatur im Paraffinbad auf 220 bis 
230° gesteigert. Es geht jetzt viel H,O in die Vorlage iiber. Daneben 
weh fliichtige Fettsiiuren, die spiter beseitigt werden miissen. Durch 
lie bereits erwahnte Vermehrung der H,SO, beim AufschluB gegentiber 
ler urspriinglich Pfeifferschen Vorschrift gelingt es, die Menge der 


iibergehenden Fettsiuren auf ein Minimum zu beschranken. 
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Man belaBt bei 220 bis 230° unter standigem Luftdurchleiten ety 
1 Stunde lang und unterbricht dann die Destillation. 


Der Inhalt der Waschflasche, der natiirlich noch stark alkalise} 
reagieren mu, wird quantitativ in eine Platinschale tibergefiihrt wn) 
zur Trockne eingedampft. Die Fettsauren, die bei der Destillatio, 
zusammen mit Wasser iibergegangen sind und sich in der Trockne a 
K-Salze vorfinden, miissen beseitigt werden. Pfeiffer hat vorgeschlage: 
die Fettsiuren noch in der alkalischen Lésung mit CaCl, nieder 
zuschlagen und die unléslichen Ca-Seifen abzufiltrieren. In eine; 
letzten Verdéffentlichung empfiehlt er (9), vor der Waschflasche 
NaOH eine kleine, leere Vorlage einzuschalten, in der sich die Fett 
siuren abscheiden. Diese Anordnung hat den Vorteil, daB die Fet; 
siuren nicht mit der Natronlauge der Vorlage in Beriihrung komme: 
aber den Nachteil, daB J zuriickgehalten werden kann, auch wenn « 
spiter die abgeschiedenen Fettsiuren in NaOH lést und mit Ca()| 
ausfiallt. 


Wir zogen vor, die wenigen tibergegangenen Fettsauren dure} 
gelindes Erhitzen zu zerstéren. Es zeigte sich, daB schon bei geringen 
Erhitzen des alkalischen Riickstandes die Verkohlung eintritt und di 
vollige Vernichtung dieser geringen Menge organischer Substaw 
miihelos, auch bei Vermeidung der Gliihtemperatur, gelingt. Zur 
volligen Beseitigung organischer Reste wurde mit wenig Wasser lx 
feuchtet und nochmals auf schwache, dunkelrote Glut erhitzt. 


Nach dem Erkalten wird drei- bis viermal mit einigen Kubik 
zentimetern Alkohol extrahiert, eventuell etwas Wasser hinzugegeben 
so daB eine Salzschmiere entsteht. Der Alkohol wird in einer kleiner 
Porzellanschale auf dem Wasserbad verjagt. Den winzigen Sal 
riickstand spiilt man in ein kleines Erlenmeyerkélbchen von 30 cen 
Inhalt mit einigen Kubikzentimetern Wasser und bestimmt in itiblicher 
Weise titrimetrisch den Jodgehalt. Die Lésung wird dazu mit etwas 
HCl angesiuert, einige Tropfen Bromwasser hinzugegeben und so lang: 
gekocht, bis mit Sicherheit alles freie Brom verjagt ist. Wir engte: 
Habei auf 1 bis 2 cem ein. Nach Zugabe von einigen kleinen Koérncher 
KJ wurde mit n/500 oder n/1000 Thiosulfatlésung, die taglich ne 
aus n/10 bereitet wurde, mit Starke als Indikator titriert. Es lat sic! 
so ein hoher Grad von Genauigkeit erreichen. 

Die Zuverlissigkeit der neuen Methode wurde an einer Reihe vo 
Bestimmungen von bekanntem Jodgehalt vorgenommen. 

1. 3g Zucker + 60y Jod, zuriickgefunden 62 y Jod 
2. 3¢ si +10y ,, ™ a Ss ~ 
tie = + 49s ia 397 . 
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e gzugegebene Jodmenge war dem Untersucher unbekannt, so dab 


ibjektive Beeinflussung ausgeschaltet wurde. Die von uns an- 
»wendeten Abanderungen der Pfeifferschen Vorschriften hatten sich also 
estens bewahrt. Die Genauigkeit der Methode ist eine sehr gute und 


tspricht allen Anforderungen, die an quantitative Joduntersuchungen 
estelit werden kénnen. 
Nach diesen zufriedenstellenden Ergebnissen konnten wir an die 
Frledigung unserer eigentlichen Aufgabe der Priifung des menschlichen 
Jodstoffwechsels herangehen. 


Blutuntersuchungen. 


Wir verwendeten stets 10cem Blut, die durch 50 bis 70 ccm H,SO, 
| ungefaihr 25cem H,O, zerstért wurden. Das Arbeitsverfahren war 
: eben beschriebene. 





Protokoll Datum Getunden in 10 ccm 


Nr. 1928 y Jod y*lq Jod 
Frau, 63 Jahre. ..... a. 2 2.0 20 
2 Mann, 63. a ea Re 5. X11. 3.5 35 
OR a ee 7. XI. 2.4 24 
4. Mann, 29 - ae 8. XII. 2.0 20 
5, Madchen, 23 Jahre .... 10. XII. 2.3 23 


Alle diese Werte sind wesentlich héher als die bisher in der 
Literatur angegebenen, nach denen der Jodspiegel im Blute um etwa 
Wy-°, schwankt. Wir zweifeln nicht, daB die alteren Angaben zu 
niedrig sind und daB die unvermeidlichen Verluste in den Unter- 
wichungsmethoden liegen. Das von uns untersuchte Blut stammt aus 
der Klinik von Herrn Dr. Liek, Danzig. dem wir fiir sein Entgegen- 
kommen sehr verbunden sind. 

Zur Bestimmung des Jods in Milch dampften wir 50 ccm Milch ‘mit 
ewa 0,2 ¢ Kalilauge in einer Porzellanschale zur Trockne, brachten diese 


Masse in unseren 300-cem-AufschluBkolben und verbrannten in der be- 
vhriebenen Weise mit 100 cem H,SO, und der erforderlichen Menge H,Q,. 


Die Untersuchungen ergaben folgende Werte: 


1. Vorzugsmilch Hansa . ._ 1. Dezember 1928 pro Liter 60 y 
2. » Zoppot. . 5. Januar 1929 ,, » S2y 
3. - Wossitz. . 15. Marz 1929 ,, a 90 y 


4. Handelsmilch Langfuhr. 7. Januar 1929 ,, wo . 269 


Verbenawurzel. 


5g fein zerriebener und an der Luft getrockneter Verbenawurzel er- 
mben, nach dieser Methode verbrannt, pro Kilogramm 333, .Jod. 


Biochemische Zeitschrift Rand 207. 95 
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Seetang. 


lg lufttrockener Substanz wurde in einem 
verbrannt und dann mit n 500 Thiosulfat titriert. 


98,000 » Jod festgestellt werden. 


150 cem haltenden | 
Pro 1 kg Seetang | 


Wir begniigen uns mit der Angabe dieser kurzen Daten, da ei 
fiihrliche Veréffentlichung in der Dissertation des Herrn ./. /senh 


Kiirze erfolgen soll. 
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Uber die Aktivierung des Insulins durch HefepreBsaft. 


Von 
Erhard Glaser und Georg Halpern. 


\us dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Universitats- 
instituts in Wien.) 


(Eingeqangen am 14. Januar 1929.) 


Aus der Mitteilung Collips (1), daB die Wirkung eines Insulin- 
yraparats erst nach einigen Tagen eintrat, aus den Ausfiihrungen 
\iechowskis in der Gesellschaft fiir interne Medizin in Wien im 
lahre 1924, da das Insulin beim Lagern starker wird und aus den 
noch aus den siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts stammenden 
\ngaben Kiihnes (2) und Haidenhains (3), daB ganz frisches Pankreas 
einen unwirksamen Extrakt liefert, beim Altern der Driisensubstanz 
ein Wirksamer gewonnen werden kann, haben wir (4) seinerzeit ge- 
«hlossen, daB das Insulin im Pankreas urspriinglich zum Teil wenigstens 
in inaktiver Form (Insulinogen) sich vorfindet und es zur Entfaltung 
einer Wirksamkeit noch eines Faktors bedarf, der es zu aktivieren 
vermag. Dieser Aktivator kann nun dem Insulin als zufalliger Be- 
gleiter bei der Darstellung beigemengt sein oder am Verbrauchsort 
der auf dem Wege dahin sich demselben zugesellen. Bei den dies- 
veziiglich angestellten Versuchen erwiesen sich Oxydasen von aus 
Knochenmark hergestellten eosinophilen Granulis und Kinase aus 
Dinndarm als wirksam. Bei der Umschau nach leichter zuganglichen 
Stoffen zeigte sich in dieser Hinsicht ein 8 Stunden lang gekochter 
HefepreBsaft ebenfalls als besonders geeignet. 


Diese Arbeit soll sich nun im besonderen mit diesem Hefeaktivator 
efassen, da die Hefe ein leicht erreichbares Praparat ist und bereits 


95* 
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vielfach therapeutisch verwendet wird. Weiter sind wir an der {4 
dieses Aktivators in der Lage zu zeigen, dab es sich hierbei eindeysy 
um die Verstarkung der Wirkung des Insulinpriparats handel; \, 
hierbei eine Reizwirkung bzw. Proteinkérperbeeinflussung 4). 
zuschlieBen ist. 

Der Hefe wird iiberdies ein hoher Vitamingehalt — zugese})ri+4, 
[Heincke (5), Beumer (6), Reincke (7), Reyher (8)}, und bekannt sind a 
die Beziehungen derselben zum Abbau des Zuckers. Nach Wund (% 
die Hefe auch mit den Tumoren beziiglich des Stoffwechsels viele Analog: 
und ist der Zucker fiir das Wachstum beider von besonderer Bedevit yy 
Es sei auch hier erwahnt, da sowohl aus Hefe wie auch aus Tunor 
insulinahnlich wirkende Stoffe gewonnen worden sind. So konn 
U.. Euler (10) aus frischer Unterhefe mit 25°, Alkohol und 1°, Salzsiure ; 
in angesiuertem Wasser lésliches Pulver gewinnen, das bei einer Kv 
zentration von 10~* noch die charakteristische Insulinwirkung zeigte, \ 
Rofjo und Correa (11) vermochten nach der Sordellischen Methode « 
Sarkomgewebe und Rattentumoren Stoffe darzustellen, welche diese! 
hypoglykimischen Wirkungen wie das Insulin besaBen.  Beziiglic} 
Darstellung unseres Hefeaktivators hielten wir uns an die Arbeit \ 
Haehn und Schifferdecker (12), die sich aus anderen Griinden mit der Na: 
der garungsenzymaktivierenden Katalysatoren aus Hefesdften befabte 

Zu diesem Zwecke nahmen wir mit destilliertem Wasser gewaschen 
Hefe. verrieben sie mit Quarzsand zur Zerstérung der Zellen un 
preBten die Masse hydraulisch bei etwa 100 Atmospharen aus. [Dey 
so gewonnene PreBsaft wurde 8 Stunden unter RiickfluBkiihluny 
gekocht und vom ausgefillten EiweiB abfiltriert (Rohaktivator). [i 
Eigenreaktion war schwach sauer (py 5,8). Der Saft gab keine Biuret 
und Glyoxylsdurereaktion, die Millonsche war schwach positiv. [)) 
obengenannten Autoren nahmen an, dal dieser PreBsaft seiner He: 
stellung nach die von Buchner und Haehn dargestellte Antiproteas 
sowie auch das Tholinsche Vitamin enthalten diirfte. Die Aktivierung 
wurde immer bei etwa py 7,8 durchgefiihrt. Zur Anwendung gelangy 
Insulin ,,Leo“, das man jedesmal auf die gleiche Konzentration (10 Ein 
heiten in 5 cem) mit Wasser und Aktivator brachte. Wir variierten di 
Menge des Aktivators, indem wir 2 ccm Aktivator auf 5 ecm mit Wasser 
auffillten, spater verdiinnten wir einfach das Insulin mit dem Aktivati 
allein. In der Regel erfolgte der Zusatz etwa 16 Stunden vor der |: 
jektion. Die Durchfiihrung der Versuche geschah gleichzeitig an vie 
Kaninchen (zwei Weibchen und zwei Miannchen), um auch eventuell 
individuelle Verschiedenheiten zu _ beriicksichtigen. 


Die Tiere wurden 22 bis 24 Stunden vor der Injektion niichtern : 
halten ; sie waren durchschnittlich 3 kg schwer. Die Blutzuckerbestimmu- 
wurde nach der Methode von Hagedorn und Jensen (13) ausgefiihrt. |) 
wir schon seinerzeit (4) feststellen konnten, daB weniger reines bzw. wen 
aktives Insulin dureh Aktivierung starker beeinfluBt werden kann 
wurden Versuche in dieser Richtung nicht mehr angestellt. 
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tzt wurde zuerst vor allem darauf untersucht, ob der Aktivator 
us solecher blutzuckerherabsetzend wirkt. 





Menge des Blutzucker in °/o 
Aktivators 
com vor Injektion nach Injektion 
5.5 0,124 0,117 (nach 7 Stunden) 
‘ ‘ | 0,106 a “ 
= | 72 oe 
4.9 0,104 0,100 <2 * 


\us dieser Tabelle ergibt sich, daB der Aktivator innerhalb der 
“ir die Auswirkung in Betracht kommenden Zeit von 3 bis 7 Stunden 
einen Einflu8 auf den Blutzuckerspiegel auszuiiben vermag 

Wie gestalten sich nun die Blutzuckerverhaltnisse, wenn man dem 
asulin etwa 16 Stunden vor der Injektion in der oben beschriebenen 
Weise den Aktivater beisetzt? Dariiber gibt nachfolgende Tabelle 
\ufschluB. 





Insulin ohne Aktivator Insulin mit Aktivator 

Menge Blutzucker in Tier Menge Blutzucker in "9 
com vor Injektion nach Injektion com vor Injektion nach Injektion 
16 0,106 0,077 W, 
14 0,100 0,060 W, 1.4 0.100 0,048 
1d 0,120 0,080 M, 1.5 0,100 0,040 (Krampfe) 
18 0,138 0,099 M, 0.8 0,140 0,070 
5 0.100 0,074 M, 15 0117 O00 , 

. mw | 19 0.110 0,052 
1.0 0,132 0.050 Wy 1.0 0,122 0,041 
Ls 0,106 0,074 M. 1.8 0,136 0,052 

My 15 0,100 0.060 


Es ergibt sich daraus eindeutig, daB Insulin mit Aktivator eine 
sarkere Wirkung auszuiiben vermag. als die gleiche Dosis ohne Aktivator. 
bie Kaninchen verhalten sich nicht gleich, doch kénnen Unterschiede 
wischen Mannchen und Weibchen nicht konstatiert werden. Die 
blutzuckerherabsetzung ist im allgemeinen der injizierten Insulinmenge 
roportional|. 


Es wurde nun daraufhin nachgesehen, ob durch Einengen des 
\ktivators eine Verstarkung der Wirkung desselben sich erzielen labt 
in diesem Zwecke dampften wir den Rohaktivator auf ein Fiinftel 


vines urspriinglichen Volumens ein. Das Resultat der vorgenommenen 
\ersuche gibt die folgende Tabelle. 


Zweifellos ist die Wirkung des konzentrierten Aktivators. wie 
rstehende Zahlen beweisen, verstarkt. und sie bringt sich auch besser 
ww Geltung, da bei den Kaninchen in gréBerer Zab! wie friiher hypo- 
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Insulin ohne Aktivator Insulin mit Aktivator a 

Menge Blutzucker in °/, Tier ae | " Bltuusher in © 

com vor Injektion nach Injektion com vor Injektion nach Injektior 

1,0 0,124 0,065 | Wy, 1,0 0,159 0,061 

10 0,128 0,088 M, 1,0 0,113 0,082) 4. 

1,0 0,100 0,084 M, 10 0,124 0,050; “Amn pte 

1,5 0,098 0,048 M, —_ — 

1,0 0,106 0,053 | Ws 1,0 0,120 0,043 | 

1,0 0,102 0,076 | We 1,0 0,117 0,045 

10 0,108 0,065) | Wy 1,0 0,127 | 0,043) 

15 0,126 0,095 mM, || 15 0100 0,080 

1,5 0,130 0,090 My 1,5 0,127 0,042 

1,5 0,101 0,070 M, 1,5 0,105 0,045 

1,5 0,100 0,063 My — — - 


glvkamische Krampfe auftreten. Es kam dies deutlich zum Ausdruck 
da immer gleiche Mengen von Insulin bei demselben Tiere ver. 
wendet wurden. 

In Anbetracht des Umstandes, daB durch Einengung die Wirkung 
des Aktivators verstarkt wird, lag die Annahme nahe, da man auch 
durch eine entsprechende Reinigung desselben eine weitere Verstarkung 
herbeizufiihren vermag. Wir versetzen zu diesem Zweck den Roh) 
aktivator mit neutralem Bleiessig bei schwach alkalischer Reaktio: 
und lieBen ihn 24 Stunden lang stehen. 
Filtrat mit verdiinnter Salzsiure schwach sauer gemacht und mit 
Schwefelwasserstoff gefillt. Das Filtrat der Bleifallung wurde be: 
schwach alkalischer Reaktion als Aktivator (Filtrat) verwendet. Der 
Niederschlag der Bleifaillung wurde mit sodaalkalischem Wasser einiy 
Male eluiert, das resultierende Eluat eingeengt, schwach sauer gemacht 
und das Blei mit Schwefelwasserstoff ausgefallt. Nach dem Abfiltrieren 
wurde es wieder bei schwach alkalischer Reaktion als Aktivator |! 
(Eluat) verwendet. 

Unsere Reinigungsmethode verschaffte uns also zwei Fraktionen 
das Filtrat und das Eluat, welche wir nun auf ihre Wirksamkeit, Insulin 
zu aktivieren, untersuchten. 


Untersuchungen mit dem Filtrat. 


Nachher wurde filtriert, das 





Insulin ohne Aktivator Insulin mit Aktivator 








sees Blutzucker in ° : lier Poa Blutzucker in 9/6 
ccm vor Injektion nach Injektion | ccm | vor Injektion nach Injektior 
1,5 0,103 0,075 W, 1,5 0,092 0,080 
1,5 0,096 0,050 M, 1,5 0,099 0,050 
1,0 0,102 0,076 W, 1,0 0,097 0,071 
15 0,100 0,063 M, 15 0,100) 0,068 
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.orliegende Zahlen zeigen deutlich, daB das Filtrat keine akti- 
renden Substanzen enthalt. 


Untersuchungen mit dem Eluat. 








Insulin ohne Aktivator Insulin mit Aktivator 

Menge Blutzucker in °/» m Tier Menge Blutzucker in °/» 

om vor Injektion nach Injektion ccm vor Injektion nach Injektion 

1,0 0,096 0,084 | M, 1,5 0,096 0,040 

1.5 0,096 0,050 M, 1,5 0,114 0,040 

10 0,102 0,076 W, | 10 0,096 0,032 (Krampfe) 
10 0,108 0,065 We 1,0 0,096 0,050 

a . W, 10 0,108 0,036 a 

5 0,100 0,063 M, 1,5 0,098 0,062 

15 0,100 0,070 1 My 1,5 0,096 0,053 


Die vorstehende Tabelle laBt geniigend sicher erkennen, dab die 
‘irksame Substanz des Aktivators in dem Anteil vorhanden ist, der 
weh Bleicarbonat niedergerissen worden ist. 

Weitere Versuche, die sich in der Richtung hatten erstrecken 
miissen, ob eine weitere Zunahme durch Reinigung noch statthat und 
ws welchen Bestandteilen die wirksame Substanz bestehe, konnten 
vider wegen Materialmangels nicht angestellt werden. 


Es wurden nun in der Richtung Untersuchungen angestellt, ob 
sch bei Anwendung des Aktivators eine Verlingerung bzw. Depot- 
virkung des Insulins feststellen 1aBt. Die Versuche sind in nachfolgender 
labelle wiedergegeben. Die Tiere wurden bis zur letzten Blutentnahme 
niehtern gehalten. 





Insulin ohne Aktivator Insulin mit Aktivator 
Menge Blutzucker in Jo Tier ane Blutzucker in °/9 
com vor Injekt. nach 4Std. nach 7 Std com vor Injekt. nach 4Std.| nach 7 Std 
2 0,101 0,058 0,094 W, 1,4 0,100 0,048 0,058 
1.1 0,102 0,097 0,111 W, - 
1,6 0,106 0,077 0,086 W, — 
1.8 0,120 0,080 0,100 M, 10 |= (OM 0,052 = 0,097 
18 0,139 0,096 0.117 M, 1,0 0,124 0,047 0,110 
0 0182 0048 0099 W. 10 O117 0,041 0,050 
WwW, | 07 0,122 0,050 0,108 
1.8 0.106 0,074 0,120 My 1.5 0.101 0,057 0,106 
- M, 15 0.105 0.045 0,083 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, dab eine langere Dauer der 
Wirkung mit dem Aktivator nicht zu erreichen ist. Der Héhepunkt 
lerselben tritt immer nach etwa 4 Stunden auf. Darnach steigt der 
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Blutzuckerspiegel wieder und ist nach 7 Stunden in manchen | 
bereits normal. 


Dieser Versuch zeigt eben wiederum, da der Aktivator als - 


nicht blutzuckerherabsetzend wirkt, und ist somit eine Bestit iy, 


unserer Ansicht, dal er lediglich im Praparat vorhandenes inak; 
Insulin in wirksames umzuwandeln vermag. 

Da bei allen biologischen Reaktionen die lLonenkonzentra: 
verzogernd bzw. beschleunigend wirkt, so wurden auch hier Vers) 
in dieser Richtung angestellt. 





— Insulin mit Aktivator bei Insulin mit Aktivator bei 
; Pu 7,8 Pu 5,8 
Blutzucker in °/, Blutzucker in °/ Blutzucker in 
Menge ——_— Menge Menge 
vor nach vor nach vor nach 


com Injektion Injektion ccm Injektion Injektion com Injektion Injektion 


1,0 0,124 0,075 1,0 0,159 0,060 


1.1 0,102 0.097 W 
1,8 0,115 0.074 \ 


Die Zahlen zeigen, dab die Reaktion tatsichlich einen Einfly 
austibt und der Aktivator nur in alkalischer Lésung (py etwa 7.5 
Geltung kommt. Saure Reaktion macht ihn wirkungslos, ja er schadiy: 
direkt die Wirkung des Insulins. 

Bei allen bisherigen Versuchen wurde der Aktivator etwa 16 Stun: 
vor der Injektion dem Insulin beigegeben. Die Aktivierung schein 
auch ein langsam verlaufender Vorgang zu sein, da der Aktivato 
knapp vor der Injektion dem Insulin beigegeben, wirkungslos bleil: 
(ohne Aktivator: vor der Injektion 0,130, nach der Injektion 0.0% 
mit Aktivator: vor der Injektion 0,105, nach der Injektion 6.08: 
mit Aktivator, jedoch 16 Stunden vor der Injektion beigegeben 
der Injektion 0,105, nach der Injektion 0,047). 

Die letztere Tatsache sowohl, wie die Feststellung, daB die lone: 
konzentration bei der Aktivierung ausschlaggebend ist, beweise: 
daB es sich bei dem von uns geschilderten Vorgang eindeutig um ( 
Uberfiithrung in die wirksame Form handelt, zumal wir schon friihe: 
feststellen konnten, da fiir die Wirkung des Insulins nach der FE 
verleibung in den Organismus das Milieu weiterhin keine Rolle spice! 
da die injizierte Fliissigkeit sofort dasjenige des Kérpers annimw' 


Zusammenfassung. 


Aus HefepreBsaft, der 8 Stunden lang gekocht wurde, ist « 
Insulinaktivator hergestellt worden. Der Saft selbst wirkt nicht |. 
zuckerherabsetzend. Durch Konzentrierung kann er in seiner 4k! 
vierenden Wirkung auf das Insulin verstarkt werden. Die Aktivierun: 
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gelngt nur bei schwach alkalischer Reaktion (etwa pq 7.8). Der Saft 
yu dem Insulin etwa 16 Stunden vorher zugesetzt werden. Bei der 
Reinigung konnte der wirksame Bestandteil im Eluat der Bleifillung 
erhalten werden. Eine Verlangerung der Wirkungsdauer des Insulins 
var durch Aktivierung nicht zu erzielen. 

Aus der Art des Vorganges der Aktivierung laBt sich ersehen, daB 
» den Praparaten ein Teil des Insulins sich in inaktiver Form befindet 
ind daher nicht ausgenutzt wird. Dem kénnte auf die Weise abgeholfen 
werden, daB man bereits bei der Darstellung durch entsprechende 
\ktivierung das im Pankreas vorhandene Hormon ganz seiner Be 
stimmung zufiihrt 
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Uber die Kinetik der Acetaldehydbildung 
bei der alkoholischen Girung mit Trockenhefe'. 


Von 


Bruno Kisch und Jesaia Leibowitz. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universita: 


Kéln.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf von Versuchen, die der eine von uns iiber den Einflul 
von Nebennierenrindensubstanz auf intermediidre Stoffwechselprozesse 
ausfiihrt?, haben wir uns auch mit dem EinfluB8 aus der Nebenniere 
extrahierbarer Stoffe auf die.Garung beschaftigt. Bei dieser Gelegenheit 
lag es nahe, die aus anderen Griinden ausgefiihrten Versuche auch auf 
die Ermittlung der Kinetik der intermediaren Acetaldehydbildung be; 
der alkoholischen Garung auszudehnen. 

Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Bildung der Endprodukte cer 


alkoholischen Garung — Alkohol und CO, liegen bereits zahlreich: 
Untersuchungen vor’. Es ergibt sich aus ihnen zunachst ein unterschie:! 


liches Verhalten von Frischhefe, Trockenhefe und Prefi- und Mazerations- 
siften. Wahrend bei der Frischhefegirung die Kurve der CO,-Bildung 


linear verlauft, folgt die Kinetik der Trockenhefegirung -— gemessen a: 
der CO,-Bildung — oft dem Gesetz einer monomolekularen Reaktior 


Freilich findet man auch hier, ebenso wie bei der Garung mit PreB- und 
Mazerationssaft, die sich in ihrem Verlauf im allgemeinen dem der Trocken- 


hefegirung anschlieB, Falle, bei denen die Garkurve ohne Bertick 
sichtigung der sogenannten .,Induktion“ als linear angesehen werde: 
mub ¢. 


Weniger genau ist bisher noch der zeitliche Verlauf der Intermedia: 
vorginge der alkoholischen Garung erforscht. Versuche iiber die Kinet: 





' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutsch: 
Wissenschaft. 

* Bruno Kisch, Piliigers Arch. 219, 426, 1928. 

% Neuestens zusammengestellt bei Oppenheimer-Kuhn, Die Ferment 
und ibre Wirkungen, 5. Aufl., 1, 370, 1925. 

* Vgl. die Kurven bei Harden und Young, Proc. Roy. Soc. B. 77, 40 
1906; Sobotka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 1, 1924. 
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ler Aldehydbildung durch Trockenhefe, die den Gegenstand unserer Unter- 
suchung darstellen, sind unseres Wissens bisher nicht angeatellt worden 
Es liegen aber Parallelversuche mit Frischhefe in einer Arbeit von Neuberg 

Hirsch* vor. 

Neuberg und Hirsch haben ihre Versuche tiber lange Zeitriiume (bis 
iis Stunden) ausgedehnt, wobei sich ergab, daB die Reaktion nach etwa 
24 bis 48 Stunden praktisch beendet ist. Der so von ihnen ermittelte 
Garverlauf schloB sich in vielen Fallen dem Verlauf logarithmischer 
Kurven an®, in einem Falle zeigte er bis kurz vor dem vdélligen Auf- 
horen der Aldehydbildung aber geradezu linearen Verlauf*. Neuberg 
wd Hirsch schlossen aus dem Kurvenbild ihrer Versuche auf einen mono- 

Jjekularen Verlauf der beobachteten Reaktion. 


Methodik. 


Das Material unserer Untersuchungen war Trockenhefe, die wir 
uns aus frischer Backerhefe in gréBeren Mengen durch Aufstreichen 
auf Glasplatten und Trocknen bei Zimmertemperatur herstellten 
Durch Anwendung relativ grober Hefemengen fiir jeden Versuch 
konnten wir die Dauer unserer Versuche auf kurze Zeitriume be- 
shranken. Damit beugten wir der beim Arbeiten mit Trockenhefe 
nicht zu vernachlassigenden Gefahr der bakteriellen Infektion des 
Gargutes vor. die sich natiirlich mit wachsender Versuchsdauer ge- 
fahrlich vergr6éBern mub. 

Als Beispiel diene folgende Beobachtung. Versuch 1. Es wurden 
angeset zt : 

I. 2g Trockenhefe mit 40 ccm Wasser. 

II. Wie I, vor Versuchsbeginn 15 Minuten im siedenden Wasserbad 

erhitzt. 

Ill. 2g Trockenhefe mit 30 ccm Wasser, vorbehandelt wie I], dazu 

lO0cem 15°, iger Glucoselésung. 

IV. Wie Ill, ohne Hefe. 

Die Lésungen wurden auf 32° vorgewairmt, mit je LO cem 20° iger 
Natriumsulfitlésung versetzt und 48 Stunden bei 32° stehengelassen. 
Hierauf wurde in der unten beschriebenen Weise in den einzelnen Proben 
lie Aldehydmenge bestimmt (Destillation tiber CaCO,, Redestillation tiber 
PbCl,, hiernach iiber H,SO,; Volumen der Enddestillate L00 cem). Rimini- 
she Aldehydprobe (Nitroprussidnatrium + Piperidin) im Destillat : 

I: +; IL und III: schwach +; IV: 

Die quantitative Bestimmung erfolgte in je 25cem Destillat nach 

ler Hydroxylamin-mikromethode von Neuberg und Gottschalk*. 


1 Neuberg und Hirsch, diese Zeitschr. 98, 141, 1919; dieselben Autoren 
(ebendaselbst 96, 175, 1919) haben auch die Aldehydbildung bei der dritten 
Garungsform untersucht. 

2 Vgl. Abb. 1 bis 3 der zitierten Arbeit. 

3 Val. Abb. 4. 

* Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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KOH (0,087 n) Aldehyd KOH (0,087 n) Aldet 
ccm me com ™, 
1. 0.16 061 IV. 0.02 
ll. 0.08 031 Blind- 
Il. O13 0.59 versuch 0,02 


Es zeigt sich also, dali trotz der Hitzeeinwirkung auf die Hef: 
damit AusschlieBung von Selbstgéarung und autolytischen Prozessen }y 
nicht aseptischen Arbeiten eine nachweisbare Menge Aldehyd gebil:, 
wird (Ansatze Il und ITT). Die Aldehydbildung in den Proben ohne Zuck: 
zusatz (Ansa&tze I und II) ist bei unseren Versuchen wohl in erster Rei! 
auf Abbau der priaformierten Kohlehydrate im Hefematerial! zuriich 
zufiihren ; doch kann. wie schon hier betont sei, die hierbei gebildete Aldehy: 
menge bei der Beurteilung unserer Hauptversuche im Vergleich zu 
dort erhaltenen Ausbeuten vernachlassigt werden. Hierauf ist auch \: 
Neuberg und Reinfurth? bereits hingewiesen worden. 

Der Versuch, die Fehlerquelle der bakteriellen Infektion auch |» 
langerer Versuchsdauer durch Toluolzusatz auszuschalten, scheiterte a 
der Toluolempfindlichkeit unserer Trockenhefe?. 

Beispiel. Versuch 2. Es wurden angesetzt: 

I. Lg Trockenhefe, 20 cem Wasser, 10cem 10° iger Glucoselésiww: 

20cem 10° iger Natriumsulfitlésung, 1 ccm Toluol. 

II. Wie I, ohne Toluol. 

Ansatze 24 Stunden bei 37°, hiernach auf Aldehyd verarbeitet ; Destillat: 
je 250cem. Aldehydbestimmung in je 10 ccm: 





KOH (0,099 n) Aldehyd 
com ing 
L. 0,06 0.26 
II. 0,34 1,48 


Durch Verwendung relativ grober Hefemengen und die dadurc! 
bedingte kurze Gardauer beugten wir nicht nur der Gefahr bakterieller 
Infektion vor, sondern schalteten gleichzeitig den sonst mégliche: 
Einwand aus, dab ein monomolekularer Reaktionsverlauf dadurc! 
vorgetauscht werde, daB der Zucker wahrend der ganzen ersten Gar 
periode in zu groBem Uberschub gegeniiber der Zymase vorliegt. 


Zum quantitativen Nachweis des Aldehyds bedienten wir uns 
der von Neuberg und seinen Schiilern ausgearbeiteten Sulfitabfang 


' Val. Neuberqg und Kerb, diese Zeitschr. 58, 158, 1914. 

2 Neuberg und Reinfurth, B. 1919, S. 1688 u. 1700. 

3 Schidigung von Trockenhefe durch Toluol wird sonst nur selte 
heobachtet, vgl. v. Zuler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 195 
1923; Sobotka, ebendaselbst 134, 1, 1924; 145, 91, 1925; s. jedoch Neuberg w 
R einfurth, B. 1919, S. 1698, iiber den EinfluB des Toluols auf die Ergebni-~ 
des Abfangverfahrens. 
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nethode. Der Versuch, das von Newberg und Gottschalk! beim Arbeiten 
mit tierischem Gewebe als Abfangmittel benutzte Calciumsulfit auch 
bei den Hefeversuchen anzuwenden, miBlang, da der bei dieser Versuchs 
wordnung massenhaft entstehende Aldehyd nur unvollstandig von 
dem schwerléslichen Reagens gebunden wurde, was den Angaben 
Neubergs und seiner Mitarbeiter tiber die geringere Aldehydbindungs- 
kraft des Caleiumsulfits im Vergleich zu Natriumsulfit durchaus 
entspricht. 


Beispiel. Versuch 3. Es wurden bei 37° angesetzt : 

I. lg Trockenhefe, 40 ccm 4°, iger Glucoselésung, 10 ccm Wasser, 
3g feuchten CaSO, (etwa 2 g¢ Trockensubstanz). 

Il. lg Trockenhefe, 40 ccm 4°%iger Glucoselésung, 10 ccm 20% iger 
Na,SO,-Lésung (2g Na,SO, sind stéchiometrisch aquivalent 1,9g 
CaSQ,). 

Aufarbeitung nach 24 Stunden; Destillate je 100 com. Aldehydbestimmung 
in je 5eem: 





NaOH (0,1031 ») Aldehyd 
com mg 
I. 041 1.86 
Il. 2,08 9.43 


Wir arbeiteten daher nach Newberg und Reinfurth? mit Natrium. 
sulfitlésung, die wir der von Neuberg und Reinfurth gegebenen Vor- 
schrift gemaB einer vorgewarmten Garmischung (Zuckerlésung + Hefe) 
sofort nach Garbeginn (Aufsteigen der ersten CO,-Blaschen) zu- 
setzten. Dauer der Induktionsperiode je nach Temperatur und 
Konzentration 15 bis 60 Minuten. Bei der Versuchsaufarbeitung wurde 
die Mischung oder ein nach kraftigem Umschiitteln abpipettierter 
iliquoter Teil von ihr tiber CaCl, (zur Ausfallung des itiberschiissigen 
Sulfits) und CaCQ, destilliert. Die Bestimmung des Aldehyds im 
Destillat geschah nach der Hydroxylamin-mikromethode von Neuberg?®. 


FinfluB der Zucker- und Sulfitkonzentration sowie der Helemence. 


Bei allen enzymatischen Reaktionen ist der zeitliche Verlauf in 
erster Linie durch die Konzentration von Ferment und Substrat und 
durch die Temperatur bestimmt. In unserem Falle komplizieren sich 
die Verhaltnisse insofern, als der gebildete Aldehyd nur nach Mab 
seiner Bindung an das Abfangmittel nachweisbar ist. man also bei 


Diese Zoitschr. 146, 164, 1924. 
Neuberg und Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918. 
l.ec.; vgl. auch Wagner, diese Zeitschr. 194, 441, 1928. 
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der Priifung des Einflusses gewisser Koeffizienten auf die Acetald: 
bildung zwischen der biologischen Beeinflussung der Aldehydbi\ juny 
und der methodologischen Beeinflussung der Aldehydbindung «ire 
das Sulfit wohl unterscheiden mub. Hierbei ist ferner zu berie 
sichtigen, da das Sulfit in zweierlei Richtungen zu wirken ver 
einerseits ist der Grad der Aldehydbindung und damit die Nac} 
weismoglichkeit gebildeten Acetaldehyds von der Sulfitkonzentrat) 
abhangig, da bei niedriger Sulfitkonzentration die abfangbare Aldel, 
menge durch diesen Faktor limitiert wird und dadurch zu niedriy 
Aldehydbildungswerte vorgetauscht werden kénnen; andererseits wirk: 
das Sulfit (vielleicht lediglich durch seine Alkalinitét!) aber mit 2). 
nehmender Konzentration zunehmend hemmend auf die Garung selhs 
ein, so daB bei zu hohen Sulfitkonzentrationen tatsachlich die Aldehy« 
produktion durch diesen Faktor gehemmt wird. Die limitieren 
Wirkung des Sulfits als Abfangmittel tritt naturgemaiB um so deutliche: 
in Erscheinung, je geringer die Sulfitmenge im Vergleich zur optimale: 
Aldehydausbeute bei dem betreffenden Versuch, bei unveranderte: 
Hefemenge und Temperatur, also gemaB der Zuckermenge ist. Dem. 
entsprechend ist das Mengenverhiltnis Na,SO,/Zucker ein sehr be. 
deutsamer Faktor bei der Bestimmung der Reaktionskinetik 

Was die Beeinflussung der Acetaldehydbildung durch Sulfit an 
betrifft, so fanden wir, daB der Quotient g Sulfit g Zucker ohne wesent 
liche Beeinflussung der Geschwindigkeit der Aldehydbildung zwische: 
den ungefahren Grenzwerten 0,75 und 2,5 variiert werden kann, sofern 
nur die absolute Sulfitkonzentration in der Garmischung unterhalh 
etwa 4 bis 5°, bleibt. Bei Anwendung dieses Mengenverhiltnisses 
geniigt die Sulfitmenge zur Bindung des optimal abfangbaren Acet- 
aldehyds, wenn sie nicht geringer als etwa 1 °., ist. Oberhalb einer Kon- 
zentration von 4 bis 5°, macht sich die Hemmung der Garung durch 
das Sulfit bereits deutlich bemerkbar und fiihrt zu einer im Anfangstei! 
des Versuches verlangsamten Aldehydproduktion. Diese Hemmung 
verschwindet allmahlich im weiteren Verlauf des Garungsversuches 
wieder, ein Vorgang, der wohl als eine Anpassung der Hefe an «ir 
vorliegende Sulfitkonzentration gedeutet werden kann. Bei auberst 
hohen Suifitkonzentrationen findet freilich eine nennenswerte Garung 
auch bei langausgedehnten Versuchen nicht mehr statt. 

Wird also bei optimaler Sulfitkonzentration die Aldehydbildungs 
geschwindigkeit durch Anderung des Quotienten Sulfit /Zucker innerhalb 
der eben angefiihrten Grenzwerte nicht wesentlich beeinfluBt, so bleibt 
doch dieses Verhaltnis auch innerhalb des Bereiches des Quotienten 
von 0,75 bis 2.5 der fiir die endgiiltige Aldehydausheute bestimmende 


1 S$. hierzu auch Neuberg und Reinfurth, 1. c. 
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(mstand, und zwar infolge der oben im Sinne Neubergs wieder- 
yeeebenen, das Prinzip der Newbergschen Methode bildenden Wirkung 
les Sulfits als Abfangmittel: bei gleichbleibender Reaktionsgeschwin- 
ligkeit (Aldehydbildung pro Zeiteinheit) kommt die Aldehyd- 
produktion scheinbar um so rascher zum Stillstand, je weniger Sulfit 
lie Lésung enthalt. 0.5 bis 1°, Sulfit (absolute Konzentration) 
reichen mit Hinblick auf die endgiiltige Aldehydausbeute als Aldehyd- 
abfangmittel gegeniiber einer etwa gleich groben vergorenen Zucker- 
menge gerade noch aus; ist aber bei derselben Sulfitkonzentration 
etwa die doppelte Zuckermenge vorhanden, so wird bereits wesent- 
lich weniger Aldehyvd relativ zur Zuckermenge und weniger als 
bei sonst ganz gleich angesetzten Parallelversuchen mit einer hoheren 
Sulfitkonzentration abgefangen. Dieses relative Versagen des Ab- 
fangmittels tritt bereits dann ein, wenn unter den fiir diese An- 
rdnung optimalen Bedingungen maximal 10°, des Zuckers als 
Aldehyd gewonnen werden kénnten, so daB das vorhandene Sulfit 
bei seiner Menge von 50°,, des Zuckers rein stéchiometrisch noch einen 
betrichtlichen UberschuB darstellt. In Ubereinstimmung mit Newberg 
ind Reinfurth' finden wir also, daB eine weitgehende Aldehydbindung 
un das Vorliegen eines hohen Sulfitiiberschusses gekniipft ist, und 
dariiber hinaus daran, daB auch die absolute Sulfitkonzentration nicht 
inter eine gewisse Grenze sinken darf. 

Beispiele fiir das bisher mitgeteilte Verhalten. Versuch 4. Ansiitze: 

I. 2¢ Hefe, 20 cem 4,5°,iger Glucoselésung, 20 ecm 5°)iger Sulfit- 

lésung, 100 ccm Wasser. 
Il. 2g Hefe, 30cem 4,5°,iger Glucoselésung, 75 ccm 5°,iger Sulfit- 
losung, 45 cem Wasser. 

Beide Ansi&tze enthalten 0,9°,, (= m/20) Zucher; I enthalt 0,67 % 

nd IJ 2.5%, Sulfit. 





Aldehyd nach 


3 Std. 7 Std 

me mg 

I. 23.8 60,7 
Il. 21.1 58.1 


Versuch 5. Ansiitze: 
I. 2¢ Hefe, 50 cem 6°%iger Glucoselésung, 20 cem 10% iger Sulfit- 
lésung, 30 ccm Wasser. 
Il. 2g Hefe, 50cem 6%iger Glucoselésung, 50 cem 10° iger Sulfit- 
losung. 
Beide Ansatze enthalten 3°, Zucker; in bezug auf Sulfit ist I 2 %ig 
ind Il 5° ig. 


1 Diese Zeitschr. 89, 384, 1918; B. 1919, 5. 1681, 1682. 
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Aldebyd nach 
4 Std 9 Std. 24 Std 48 Std ba 
£ g £ g suit 
al 
I. 0,06 O15 0,35 (41 sat 
IT. 0,06 0.14 0.36 O50 ler 
len 
Versuch 6. Ansitze. Je lg Hefe, 10cem 10°, iger Glucoselésung; : 
I. 5eem 10° iger Sulfitlésung, 35 ccm Wasser, ail 
Il. 10 ,, 10%iger - 30 o” der 
Ill. 20 ,, 10%iger “ a ws 9 mel 
LV. 40 ,, 10°%Qiger - - bild 
Alle Lésungen enthalten 2°, Glucose; in bezug auf Sulfit ist I: 1° jy, trot 
II: 2%ig, TTI: 4%ig, IV: 8 %ig. nick 
Ver: 
Aldehyd 
Zeit 
I ll Il IV 
Std mg mg my me 
15 12.3 19.8 22.0 13,2 
Versuch 7. Ansatze. Je lg Hefe, l0cem 10°%iger Glucoselésung 
10 com Wasser; dazu I, II, III, IV wie in Versuch 6. 
Aldehyd Cha 
Zeit 
I Il ill IV 
Std. mg mg my mg 
24 23,8 60.7 63.4 29.0 
4s 23,8 68,6 108.2 50,2 
Versuch 8. Ansitze. Je 1,5 ¢ Hefe, 75 cem Lésung, enthaltend 
I. 6,75 g¢ Glucose, 15 g Na,SO, 
Il. 6,75 ¢ - 4 g Na,SO, nd 
Ill. 1,35 ¢ ia 4 g Na,SO, tim 
IV. 1,352 a 08g Na,SO, koni 
verli 
In bezug auf Glucose sind J und II 9°,i¢ (= m2), ITT und IV 1,8°,¥ 
(= m/10); in bezug auf Sulfit: I 20% ig. 11 und IIT 5% ig, 1V 1 %oig. 
Aldehyd 
Zeit _ ae und 
I Il tl IV Zucl 
Std g g “ g 
3 0,01 0,04 0,08 0,05 alde 
61, 0,02 O11 0.07 0,09 folg 
24 0,02 0.44 O15 0.12 wir 
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[In der Versuchsreihe Nr.8 ist auBer den bisher besprochenen 
Faktoren — absolute Sulfitkonzentration und Quotient Sulfit/Zucker - 
wel die Zuckerkonzentration und damit auch der Quotient Hefe /Zucker 
varuert worden. Man sieht aus dem Verlauf der Garung in den An- 
satzen Il und IIT, daB bei gleicher Sulfitkonzentration das Verhaltnis 
der Aldehydmengen in den ersten Stadien der Garung nicht annahernd 
im Verhaltnis der Zuckermengen (5:1) entspricht. Da eine limi- 
tierende Wirkung des Sulfits als Abfangmittel unter den Versuchs- 
bedingungen nicht in Frage kommt, so entspricht das Versuchsergebnis 
der Regel, daB eine gegebene Hefemenge maximal eine bestimmte Zucker- 
menge pro Zeiteinheit zu verarbeiten vermag, so dab die Aldehyd- 
bildungsgeschwindigkeit oberhalb einer bestimmten Zuckerkonzentration 
trotz weiterer Steigerung der Zuckermenge einen bestimmten Grenzwert 
nicht tiberschreiten kann. Noch deutlicher tritt dieses in folgendem 
Versuch zutage. 


Versuch 9. Ansitze: 

I. 2g Hefe, 60cem 15 %iger Glucoselésung, 33 ccm 20°, iger Sulfit- 
lésung, 6ccm Wasser. 

Il. 2g Hefe, 6ccm 15%iger Glucoselésung, 6cem 20°, iger Sulfit- 
lésung, 88 ccm Wasser. 


I enthalt 9% (= m/2) Glucose und 6,7% Na,SO,, IT 0.9% (= m/20) 
Glucose und 1,2°%, Na,SQ,. 





Aldehyd 


I Il 
mg mg 


26 33 
59 70 
24 211 116 


Hier bleibt in den Anfangsstadien der Gaérung die Aldehydproduktion 
in der 10fach konzentrierteren Zuckerlésung hinter derjenigen in der ver- 
limnteren sogar etwas zuriick, vielleizht weil die gleichfalls erhdhte Sulfit- 
konzentration oder die hohe Zuckerkonzentration anfangs schon etwas 
verlangsamend wirkt. 


Kinetik. 


Unter optimalen Bedingungen des Sulfit-Zuckermengenverhdltnisses 
und der Konzentration dieser beiden Stoffe (2 bis 5°, Sulfit, 1 bis 3%, 
Zucker) verlduft die Aldehydbildung als praktisch lineare Reaktion. 


Von neun Versuchsreihen, in denen wir die Kurven der Acet- 
aldehydbildung auf Grund einer Serie von zeitlich dicht aufeinander- 
folgenden Aldehydbestimmungen genau aufgenommen haben, fiihren 
wir als Beispiele folgende an. 

Biochemische Zeitschrift Band 207. 2% 
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Versuch 10. Ansatz: 


6g Hefe, 60ccem 15 °iger Glucoselésung, 60cem 20 °,iger Sulfitlésuny 
180 ccm Wasser (3°, Zucker, 4° Sulfit), bei 37°. 





Zeit in Std.: 1 2 3 a 5 6 7 s 9 


Aldehyd ing ..... . . 0,05 0,10 0,17/0,24/0,33 0,41/0,49/0.57. - 
Aldehydzuwachs in g pro Std. 0,05 0,05 0,07 | 0,07 0,09 0,08 | 0,08 | 0,08 


Versuch 11. Ansatz: 


6¢ Hefe, 120cem 12°%,iger Glucoselésung, 120 cem 20° ,iger S 
lésung, 360 cem Wasser (2,4°, Zucker, 4° Sulfit), bei 32°. 





Zeit in Std.: 10 11 12 13 4 15 16 | 17 
Aldehyd ing ....... 040 — 0,46/0,49 0,52 0,56 0,59 0,63 O87 
Aldehydzuwachs in g proStd. 0,04 — 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03/ 0,04 0.4 


Versuch 12. Ansatz: 


5g Hefe, 200cem 2,2°,iger Glucoselésung, 50 ccm 20°%iger Sulfir 
lésung (1,8°, Zucker, 4%, Sulfit), bei 37°. 





Zeit in Std.: || 4/4) 1p 1 2 3 5'/, , 61/2 8 
Aldehyd in mg... . . . 8,8 16,5 40,7/88,6 125.4 | 217,8/268,4 327,8 369) 
AldehydzuwachsinmgproStd. — - - 42.9 41,9 41,1) 40,5 39,7, 41.3 


Versuch 13. Ansatze: 


Je 3g Hefe, 100cem 2,5 %iger Glucoselésung, 25cem 20 %iger Na, 80+ 
Lésung (2% Zucker, 4% Sulfit): 


T: bei 20 his 21°, TI: bei 37°. 





Zeit in Std.: 1 2 4 6 8 tT 


| gt) 80! 94 | 284 | 41,6) 611 79 
Aldehyd in mg - \I 143 37.7 87.1 1352 1885 234. 


. . I 3,0 64 7,0 9,2 9,7 9,1 
Aldehydzuwachs in mg pro Std. Il 143 23'4 24°7 | 240 96'6 99 § 


EinfluB der Temperatur. 


Der lineare Verlauf der Reaktionskurve der Aldehydbildung wir: 
von Temperaturainderungen nicht beeinfluBt. Freilich nimmt, wir 
bei allen enzymatischen Vorgiingen, die Reaktionskonstante mit der 
Temperatur so lange zu, bis sich die Hitze-inaktivierung des Ferment: 
bemerkbar macht. Die optimale Temperaturzone fiir die Aldehyd 
bildung erstreckt sich von 31 bis 38°, das nicht sehr ausgesprochene 
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egentliche Optimum scheint bei etwa 32° zu liegen. Auberdem ist 
iekanntlich bei der Garung die Temperaturbeeinflussung der Induktions- 
iauer zu beriicksichtigen. Bei unseren Versuchen, bei denen keine 
jie Induktion aufhebenden Zusitze gemacht wurden, fand bei Tem- 
yeraturen unterhalb 25° innerhalb der ersten 1 bis 3 Stunden keine 
der nur minimale Aldehydbildung statt; erst hiernach begann die 
regelmaBige Garung. Bei Temperaturen oberhalb 25° stellte sich der 
normale Reaktionsverlauf innerhalb |. bis 1 Stunde ein. 

Die Versuchsreihe 13 bot bereits ein Beispiel fiir die Erbaltung des 
nearen Reaktionsverlavfs bei verschiedenen Temperaturen trotz starker 
A\bkirzung der Induktionszeit und Beschleunigung der Reaktion mit 
seigender Temperatur. Wir fiihren noch einige Beispiele fiir die Temperatur- 
heeinflussung an Aldehydbildung an. 


Versuch 14. Ansatze: 
Je 2g Hefe, 30 ccm 4,5°,iger Glucoselésung, 30 ccm 10°, iger Sulfit- 
sung, 15cem Wasser (1,8°, Zucker, 3% Sulfit): 
I: bei 18 bis 19% IT: bei 30° TIT: bei 39 bis 40°. 





Aldehyd 
I il ll 
Std. 2g £ & 


3 


Zeit 


0,002 0,014 0,022 


61, 0,010 0,035 0,050 


8}/, 0.013 0,058 0.073 
48 0,119 0,150 0,122 


Die Garung setzt also um so intensiver ein, je héher die Temperatur 
+; bei langerer Ausdehnung des Versuches bleibt aber — offenbar infolge 
hadigung der Hefe die Endausbeute an Aldehyd bei 39 bis 40° hinter 
erjenigen bei 30° betrachtlich zuriick. 


Versuch 15. Ansatze: 
Je 72 Hefe, 25cem 18 %iger Glucoselésung, 50 ccm 20° ,iger Sulfit- 
sung, 175cem Wasser (1,8°, Zucker, 4%, Sulfit): 
I: bei 19°, II: bei 25% IIT: bei 31°, ITV: bei 39°. 





Aldehyd 


I 
Std. | g 


7 0,10 ) 0,22 O19 
81/, 0,12 . 0,24 0),22 
11"), 0,17 2 0,26 0,26 
16 0,19 t 0,27 0,39 
33 0,23 26 0,27 0.32 


Die Versuchsreihen Nr. 10 bis 13, die den zeitlichen Verlauf der 
ldehydbildung zum Ausdruck bringen, sind in der umstehenden 


26* 
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Abbildung graphisch aufgetragen, und zwar bedeutet bei Nr. 10) ¢; 


Abszissenteilstrich 1 Stunde und ein Ordinatenteilstrich 0,1 g Ald 
bei Nr. 11 ein Abszissenteilstrich 1 Stunde und ein Ordinatenteils: 


Aldehyd 
l Nr 72 


Nr? 





Nr 70 








Zeit 





Abb. 1. 


0,04 g, bei Nr. 12 ein Abszissenteilstrich 1 Stunde und ein Ordinaten 


teilstrich 0,01 g, bei Nr. 13, I und 13, II ein Abszissenteilstrich 2 Stunden 


und ein Ordinatenteilstrich 0,02 g. 
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Der Einflu6 des Kochens auf den Naihrwert der Nahrung. 


Von 
Natalie Jarussowa. 


Aus dem experimentellen Institut fiir Ernaihrungsphysiologie des Volks- 
gesundheitskommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In seinen im Jahre 1926 erschienenen Arbeiten iiber den EinfluB 
des Kochens auf den Wert der Nahrung teilt 2. Friedberger die Resultate 
der an Ratten angestellten Versuche mit und kommt zu dem SchluB, 
daB der GenuB roher Nahrung (parasiten- und bakterienfrei) oder 
einer méglichst kurze Zeit gekochten Nahrung am rationellsten sei. 

In Friedbergers Versuchen bekamen die Tiere gleichartig zusammen- 
gesetzte Nahrung in rohem, gekochtem (garem) und iiberkochtem (iiber- 
yarem) — 4 Stunden — Zustande, wobei die beste Wirkung die rohe Nahrung 
wigte ; sie wurde von den Tieren nur in kleinen Mengen verzehrt und sicherte 
emen guten Wuchs; die schlechteste Wirkung hatte die iibergare Nahrung, 
sie wurde in gréBeren Mengen verzehrt und gab doch die kleinste Gewichts- 
mnahme; ihrer Wirkung nach nahm die gare Nahrung einen mittleren 
Platz ein. 

Diese Versuchsergebnisse sowohl wie auch die daraus gefolgerten 
Schliisse von Friedberger schienen so interessant, dal Scheunert und 
Wagner in Deutschland, Widmark und Stenquist in Schweden sich der 
Miihe unterzogen, diese Versuche zu wiederholen. Diese Forscher 
konnten jedoch die von Friedberger erhaltenen Resultate nicht be- 
stitigen und haben dementsprechend auch seine Schliisse abgelehnt. 

Bei dieser Sachlage hat mich Herr Prof. Schaternikoff aufgefordert, 
auch im hiesigen Institut die Friedbergerschen Angaben und zugleich 
die Wirkung des Thermosaufbewahrens der Speisen zu priifen, da 
eine solche Aufbewahrung eine groBbe Anwendung im praktischen 
Leben gefunden hat. 

Unsere Versuche wurden auch an Ratten angestellt (Gewicht 31 
bis 158 g). 
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Da es beim Anfang des Versuches sehr schwer war, Ratten z 
kommen, sahen wir uns gezwungen, mit Ratten von verschiedener Herky 
und verschiedenem Wurf zu arbeiten, spiter aber wurden die Ratte | 
Institut fortgepflanzt. Eine Reihe von Tieren wurde wahrend des Versuch 
infolge krankhaften Zustandes beseitigt, so daB nur 29 im Versuche war 
Die Ratten wurden in einzelnen groBen Kafigen gehalten, die den Tier 
die Méglichkeit der Fortbewegung gaben, was bei dauernden Versuche 
von Bedeutung ist. 

Als Unterlage wurden Sagespéine verwendet, die von den Tieren 
genagt wurden. 

Die Bestandteile der verabreichten Nahrung waren folgende: 

Fleisch (von Fett und Bindegewebe mdéglichst befreit), Kartoffeln w 
Gemiise (Mohrriiben und Kohl). 

Auf je 100 g Fleisch kamen 40 g Kartoffeln, 20 g Kohl und 10g M 
riiben. Der Fiweibgehalt dieses Nahrungsgemisches, auf rohe Substa: 
berechnet, war durchschnittlich 14,5 %%. 

Der Kohl und das Fleisch wurden nacheinander durch eine Fleis 
maschine gelassen, die Kartoffeln und Mohrriiben wurden auf einer Reib 
gerieben und alles nachher sorgfaltig zusammengemischt. 

Ein Teil dieser Nahrung kam im rohen Zustande zur Verwenduny 
ein anderer Teil wurde mit etwas Wasser wahrend 20 bis 25 Minuten |» 
fortwaihrendem Durechmischen gekocht; trat dabei eine Gewichtsabnahn 
ein, so wurde dieselbe durch Zugabe von destilliertem Wasser ausgeglic he: 
Ein Teil der gekochten Nahrung wurde in kleinen, fest zugedeckten Kas» 
rollen auf einem speziellen Bade 4 Stunden lang weitergekocht. In de: 
Bade befand sich eine Salzlésung, und zwar solcher Konzentration, ca 
ihr Siedepunkt etwas héher als 100° war. Demzufolge war die Temperat 
des Nahrungsgemisches gewéhnlich 100° (zwischen 101 und 99° schwanken 
Der Wasserverlust wurde auch in diesem Falle durch Wasserzugabe ersetz 
Im Thermos wurde die Nahrung 5 Stunden lang gehalten bei 
Temperatur, die durchschnittlich von 75° (am Anfang) bis 66° (am Enc: 
schwankte. Um die geniigende Nahrungsmenge zu bestimmen, lie! 
wir im Vorversuch die Tiere ad libitum rohe Nahrung fressen, stellt: 
die aufgenommene Nahrungsmenge fest und richteten darnach die weiter 
Ernahrung der Tiere. Die rohe Nahrung bekamen also die Tiere in solehe 
Mengen, dai etwas davon stets zuriickblieb, und in derselben Menge wuri 
dann auch Gar-, Ubergar- und Thermosnahrung gegeben. Bei for! 
schreitendem Wuchs wurde natiirlich die Nahrungsgabe entsprechen 
vergréBert, z.B. kleine Ratten von 30g Gewicht bekamen 15 ¢ rohe 
Nahrung, gréBere (Gewicht bis etwa 100 g) 60 bis 65g, noch gréBere (( 
wicht etwa 170 g) 80g. Diese Ernaihrungsweise sicherte das Gedeihen «: 
Tiere gewi8 besser als die wenig begriindete Ration von Friedberger (30: 
Nahrung pro Kopf und Tag). 

Da Friedberger das Verhalinis der Bestandteile des von ihm gebraucht: 
Laboratoriumnahrungsgemisches nicht gibt und da seine Schliisse de: 
Sinne nach nicht fiir das von ihm angewandte Nahrungsgemisch, sonden 
auch fiir jedes andere Geltung haben sollen, so haben wir uns mit der ober 
angegebenen Mischung begniigt. 

Die Nahrung wurde den Tieren in speziell eingerichteten Futter 
napfen, die das Zerstreuen der Nahrung hinderten, verabreicht; wahren 
24 Stunden trocknete das Futter bei allen Nahrungsarten gleichmaBig un 
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ehr wenig ein. Vor jeder Fiitterung wurden jeder Portion 0,5cem Leber- 
zugemischt. 

Fiir den Versuch, der 45 Tage dauerte, wurden 29 Ratten genommen, 
lenen je 7 Ratten die rohe, iibergare und Thermosnahrung und 8 Ratten 
Nahrung bekamen. 

Die Gewichte der Tiere und die von ihnen verzehrten Nahrungs- 
gen sind auf den Abb. 1 bis 4 angegeben. 
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Oben Gewichtskurven, unten die Kurven des verzehrten Futters 


Abb. 1 





1 





l 
= 8 


syumabsaas0y 











398 N. Jarussowa : 


Um den Vergleich zu erleichtern, sind alle Versuchstiere ihrem Anfa: <. 
gewicht nach in vier Gruppen eingeteilt, und zwar: 1. mit dem Gew hy 
31 bis 38 g (Abb. 1), 2. mit dem Gewicht 66 bis 95 g (Abb. 2), 3. mit dem 
Gewicht 97 bis 128 g (Abb. 3) und 4. mit dem Gewicht 133 bis 158 g (Abb. 4), 

Die erste Gruppe besteht aus neun Ratten, Nr. 27 und 28 von einem 
Wurfe, Nr. 30 bis 36 von einem anderen. Drei von diesen Tieren bekame, 
rohe Nahrung, ein Tier gargekochte, drei iibergare und zwei Thermos 


nahrung. 
Abb. 1 zeigt ganz deutlich, daB sowohl die Gewichts- als aucl 
die Nahrungseinnahmekurven bei allen Tieren, unabhangig von der 


Nahrungsart, ganz gleichsinnig verlaufen. Ein etwas schnellerer Wuchs 
und die gréBere Nahrungseinnahme bei zwei Ratten (Nr. 27 und 31) bei 
roher Nahrung ist dadurch zu erklaren, daB diese beiden Ratten Manncher 
waren. 

Nach Friedberger soll eine gleiche Gewichtseunahme der Tiere durch 
verschiedene Mengen der verzehrten Nahrung je nach der Nahrungsart bedingt 
sein. Rechnen wir dementsprechend die Menge der verzehrten Nahrung 
auf 1g der Gewichtszunahme bei verschiedenen Kostarten, so miisser 
wir auch verschiedene Gré8en bekommen. Und in der Tat folgt aus Fried. 
bergers Daten’, daB, wenn man die fiir 1 g Gewichtszunahme geniigenide 
Menge der rohen Nahrung gleich 1 setzt, dafiir dreifache Mengen der Gat 
und fiinffache der Ubergarnahrung erforderlich sind. 


Eine analoge Rechnung haben wir auch mit unseren Versuchs.- 
daten durchgefiihrt und die Resultate in der letzten Kolonne der 
Tabelle I angegeben. 

Wie aus der Tabelle I, die sich auf die Gruppe I bezieht, zu ersehen 
ist, schwankt die Gewichtszunahme der Weibchen wihrend der 45 Tage 
des Versuches zwischen 76 und 92 g, die der Mannchen zwischen 1(0) 
und 103g, d.h. die Gewichtszunahme war ziemlich gleich. 


Tabelle I. 





Gewichtse Durchschnitts- Menge der 


Nr. * * . aut lg 
Nahrung der Ratten = schiecht =... m ye he ry 
Versuchs Nahrung zunahme 

Roh 27 31 rou + 103 44.7 19,5 
ss 31 38 rou + 100 41,0 18.5 
a 30 33 g + 92 38,2 18,7 
Gar | 36 34 9 + 76 34.0 20,1 
Thermos | 34 33 2 + 81 38,0 21,1 
. | 8 35 2 + 76 35,8 21.2 
Ubergar| 28 36 2 + 85 38,5 20,4 
; | 32 38 9 + 90 398 | 199 
. | 33 33 2 + 80 36,2 20,4 


Beim Vergleich der Nahrungsmengen, die von den Tieren im Mitte! 
taglich verzehrt wurden, kann man sehen, daB, um die erwaihnte Gewichts- 


1 Miinch. med. Wochenschr. 25, 1020, 1926. Die Kurve 4 wahrend 
20 bis 45 Tage des Versuchs. 
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mnahme zu erreichen, die Ratten (Weibchen) fast ein und dieselbe Menge 
Nahrung verzehren, ganz gleich welcher Art sie sei. Die Mannchen fressen 
twas mehr als die Weibchen. 

Die Zahlen der letzten Kolonne unterschieden sich so wenig vonein- 
der, daB tiber die Abhangigkeit des Zuwachses von der Nahrungsart 
veine Rede sein kann. 

Zur zweiten Gruppe gehéren zehn Ratten mit dem Anfangsgewicht 
is bis 95g von verschiedenen Wiirfen, vier Mannchen und sechs Weibchen. 
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Abb. 2. Oben Gewichtskurven, unten die Kurven des verzehrten Futters 


bersuchstoge 
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Von diesen bekamen: eine Ratte rohes, vier gares, drei Thermos 
zwei iibergares Futter. 


Die Ratten dieser Gruppe hatten ziemlich verschiedenes Anjany, er 
gewicht, und deshalb tritt hier die Unabhangigkeit der Gewichtskury; ies 
von der Nahrungsart nicht so augenscheinlich hervor, wie es auf der « 
Abbildung der Fall war. Jedenfalls ist es leicht zu ersehen, daB fiir de {nf 


Gang der Gewichtskurven nicht die Nahrungsart (rohe, gare usw.), sonden 
das Anfangsgewicht, das Geschlecht und zum Teil die Menge der verzelirte; 
Nahrung maBgebend sind. Die diesbeziigliche Versuchsdaten darste!lend; 
Tabelle Il zeigt auch deutlich, da®B der Nahrungsart gar keine spezifischy 
Wirkung zukommt. 

Tabelle II. 





Gewichts- Durchschnitts- Menge der 
Nahrung Nr. Anfangs- Ge- zunahme menge der tage Nahrung aut |, 
“ | der Ratten gewicht schlecht wahrend des lich verzehrten der Gewichts 

Versuchs Nabrung zunahme 


Zwischengruppe a: 


Roh 18 71 C + 75 49,9 29.9 
Gar 20 87 2 + 62 51,4 37.8 
: 23 85 9 + 57 48.4 38.2 
: 38 66 9 + 59 39.3 0.0 
Thermos 2 98 2 + 68 49,7 32.9 
3 70 2 + 59 40.0 30.5 
. 4 85 rou + 82 50,2 27.6 
Ubergar 6 95 Q + 84 54,9 301 
Zwischengruppe b: 
Gar 37 88 C + 114 55,9 22,1 
Obergar 21 76 a + 116 60.3 23.4 


Die Gewichtszunahme der einzelnen Ratten der zweiten Gruppe ist 
aber nicht so gleichartig wie die der Tiere der ersten Gruppe, und des Ver- 
gleiches wegen wollen wir die zweite Gruppe in zwei Untergruppen, a und }, 
teilen, und zwar der fast gleichen Gewichtszunahme wahrend der Versuchis 
zeit nach. 

Gruppe ITa. Die Ratten Nr. 20 und 23, vom gleichen Anfangsgewicht, 
sind beide Weibchen und bekommen Garnahrung; sie verzehren taglic! 
im Durchschnitt ein und dieselbe Menge Nahrung und nehmen wahre: 
der Versuchszeit gleich an Gewicht zu. Die Ratte Nr. 18 (rohe Nahrung 
und die Ratte Nr. 4 (Thermosnahrung) sind beide Mannchen von fast 
gleichem Anfangsgewicht; die Nahrungseinnahme ist gleich und die (e- 
wichtsverainderung ist auch gleich. Die Ratte Nr. 38 (Garnahrung) und di 
Ratte Nr. 3 (Thermosnahrung), beide Weibchen, verhalten sich wie di 
vorigen Paare. Endlich, von den Ratten Nr. 6 (Ubergarnahrung) w 
Nr. 2 (Thermosnahrung) von gleichem Anfangsgewicht nimmt Ratte Nr. 6, 
die auch mehr Nahrung verzehrt, an Gewicht mehr zu. 

Rechnen wir die 1 g der Gewichtszunahme entsprechende Nahrunzs- 
menge, so erhaiten wir eine Reihe von Zahlen derselben Ordnung, ganz 
unabhangig von der etwaigen Nahrungsart. 

Die verschiedenen individuellen Schwankungen sind bei der ver- 
schiedenen Herkunft der Ratten leicht zu begreifen. Es muB8 aber hervor- 
gehoben werden, da8 die Unterschiede zwischen den zu einer Nahrungsart 
gehérenden Zahlen nicht kleiner sind als die den verschiedenen Nahrunys- 
arten entsprechenden. 
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Gruppe IIb. Die Ratten Nr. 37 und Nr. 21 unterscheiden sich von 

nderen durch schnelleres Wachsen, aber das Ausrechnen der Menge 
r verzehrten Nahrung auf 1 g der Gewichtszunahme gibt auch bei ihnen 
jeselben GréGBen fiir die Gar- und Ubergarnahrung. 

Zur dritten Gruppe gehéren sieben Ratten (Mannchen) mit dem 
le \nfangsgewicht 99 bis 128 g, alle von verschiedenen Wiirfen. 
len Von diesen Ratten bekamen je zwei rohe, gare und iibergare Nahrung, 
rter od eine Ratte bekam Thermosnahrung. 
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Abb. 3. Oben Gewichtskurven, unten die Kurven des verzehrten Putters 
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Wie aus der Abb. 3 zu ersehen ist, steht etwas gesondert die Ratte N; 
die einen schnelleren Wuchs zeigte als die anderen. 

Der Gang der Gewichts- und Nahrungskurven der anderen k 
ist im ganzen fiir alle Nahrungsarten gleich und zeigt nur indivi 
Schwankungen. Bei den Friedbergerschen Versuchen blieb der Wy 
der Ratten bei iibergarer Nahrung véllig aus, sobald die Tiere mit . 
Gewicht von 110 bis 120g zum Versuch genommen wurden. Diese fF, 
scheinung haben wir nicht beobachten kénnen; die Ratten Nr. 7 und N 
(iibergare Nahrung) wuchsen gerade so, wie die anderen. 


Den 
gS 


Tabelle 111. 





Gewichts+ Durchschnitts- Menge der 
Nabrung Nr. Anfangs- Ge- zunahme menge der tags Nahrung aut 
cCaaTEng der Ratten gewicht schlecht wahrend des lich verzehrten der Gewichts 
| Versuchs Nahrung zunahine 
Rohe 22 111 fou + &6 61,9 32.4 
- 24 97 rou + 95 63,3 30 
Gar 10 121 ro + 79 61,3 349 
Thermos 25 99 fou + 99 59,7 27,1 
Ubergar 7 116 C + 91 61,3 30.3 
“ 26 112 rou + 90 63,0 31.5 
Gar y 120 rou +118 59.9 22.8 


Der Tabelle 111 nach ist die Gewichtszunahme bei allen Ratten dies, 
Gruppe, Ratte Nr. 9 ausgenommen. fast gleich, was der gleichen Meng 
verzehrten Nahrung entspricht: Beim Rechnen der Menge der verzelrt: 
Nahrung auf 1g der Gewichtszunahme erhalten wir wieder sehr nal) 
liegende Zahlen, ungeachtet der Nahrungsart. 

Zu der vierten Gruppe gehéren drei Ratten von dem gréBten Gewicht 
(133 bis 158g), alle Mannchen, verschiedenen Wurfes, von denen je eu 
Tier rohe, gare und Thermosnahrung bekam. 

Wie die Abb. 4 zeigt, bleibt ein kleiner Unterschied im Anfangsgewic!' 
der Ratten auch wihrend des Versuches bestehen, was natiirlich den gleiche 
physiologischen Effekt der Nahrung beweist. 

Die Nahrungsaufnahme hangt, den Kurven gema8, vom Gewicht 
Tieres ab; die Ratten, die ein niedrigeres Gewicht haben, fressen au 
weniger, und umgekehrt. 


Tabelle IV. 





Gewichts- Durchschnitts- Menge der 
—— Nr. Anfangs- Ge: zunahme menge der tags Nahrung aut ! 
. 8 der Ratten gewicnt schlecht | wahrend des lich verzehrten | der Gewichts 
Versuchs Nabrung zunahme 
no | - OF 2 
Roh i4 158 roy + 71 66,7 42.3 
Gar 5 133 ro +74 56,8 34.5 
Thermos* 16 143 rou +79 62.5 35.6 


* Zufalligerweise bekam die Ratte Nr. 16 einen Tag 75g anstatt der 65g, und einen ander tin 
Tag 80 g anstatt 75 g. 
thre 


Wie man aus den Zahlen der Tabelle IV ersieht, verhalt sich dics 
Gruppe ganz iibereinstimmend mit den anderen. vor 
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N Obwohl unser Versuchsmaterial nicht allzu gro ist, sind die 
Ergebnisse der Untersuchung aber so eindeutig, daB der SchluB, daB 
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ce" Bi in dauerndes Erwirmen der Nahrung keine nennenswerte Wirkung auf 
ihren Nahrwert ausiibt, gewil als begriindet genug zu betrachten ist. 
ese Es stimmen also die Resultate unserer Untersuchung mit denen 


von Scheunert und Wagner sowie Widmark und Stenquist vollkommen 
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iiberein und stehen im vollen Widerspruch mit den Versuchsergebni sey 
von Friedberger. 

Zweifellos sind die Ergebnisse der Tierexperimente nur mit gro ler 
Vorsicht auf den Menschen zu iibertragen, aber man kann doch gan, 
entschieden behaupten, dafb die Sitte der Menschen, die Nahrung 7 
kochen, den Nahrwert derselben nicht erniedrigt, selbst wenn das 
Kochen oder Aufbewahren bei hoher Temperatur auch ziemlich lange 
Zeit dauert. Die Aufnahme und die Ausnutzung der Nahrung vom 
Menschen wird aber nicht nur durch den Nahrwert der Nahrung |» 
stimmt, sondern auch durch alle die Eigenschaften, die die Nahrung 
,essenswert’ machen, d.h. den Appetit erregen. In dieser Hinsicht 
kann iibermaBig langes Aufbewahren bei ziemlich hoher Temperatw 
und noch mehr ein tibermaBig langes Kochen der Nahrung auf ihr 
organoleptischen Eigenschaften wirken, d.h. sie kénnen die Nahrung 
nicht appetitlich und deshalb schlecht ausnutzbar machen. 


Zum SchluB brin, ich meinen tiefen Dank Herrn Professor 
M.N. Schaternikoff fir seine Hilfe und Leitung wahrend der Arbeit 
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Zwei neve Laboratoriumsapparate. III. 


Von 
Hans J. Fuchs. 


Aus der serochemischen Abteilung des Instituts .,A. v. Wassermann“ 
Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Schnelldialysator. 


Zu verschiedenen Zwecken, besonders zur . alyse von empfindlichen 
Lésungen, die mit der Zeit an Wirkung verlieren, reicht die Benutzung 
von Hammeldairmen oder Schleicher-Schiillschen Dialysierhiilsen nicht 
us. Beispielsweise leidet zu Blutgerinnungsstudien hergestellte Pro- 
thrombinlésung!, die — durch Adsorption mit anorganischen Kolloiden 
sus dem Blutplasma eluiert — durch chemische Zersetzung des Adsorbens 
mittels CO, wieder frei gesetzt wird und sodann durch Dialyse von dem 
(arbonat befreit werden mu8, infolge ihrer Eigenschaft, zu ,,altern**, und 
verliert damit stark an Wirksamkeit. Diese Tatsache war der Grund, 
Bedingungen fiir rascheste Dialyse zu schaffen. 





. 


~of 






































Ls 








Abb. 1. 


In Anlehnung an die von Gutbier und Ottenstein? angegebene Kon- 
truktion besteht der Apparat (Abb. 1) aus folgenden Einzelteilen: 


1 Hans J. Fuchs, Zeitschr. f. Immun.-Forschung 58, H. 1/2, 14 bis 22, 
1928. 


2 A. Gutbier und B. Ottenstein, diese Zeitschr. 169, 249, 1926. 
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In dem DialysiergefiB, das aus einer mit Tubus am Boden versehinen 
Flasche mit abgesprengtem Hals hergestellt wird, rotiert eine Glasachse, 
an der kreuzférmig vier und mehr Halter fiir Dialysierhiilsen Schleicher 
und Schiill Nr. 579 angeschmolzen sind. Diese Halter bestehen aus untere; 
Glasschalen und dariiber konzentrisch angeordneten Glasringen. Dj 
Schalen enthalten mehrere groBe Lécher, um die Fliissigkeit durchpassicrey 
zu lassen. Das obere Ende der Drehachse ist in ein Metallrohr eingekittet, 
das durch eine ziemlich lang gehaltene Metallbuchse, die in den Holzdecke 
des GefaBes eingelassen ist, fiihrt und am oberen Ende die mit Fliige! 
mutter aufgeschraubte Schnurscheibe triagt. Der Holzdeckel — aus Sperr. 
holz gedreht — paBt bequem und doch unverriickbar in das Dialysier. 
gefiB. Er ist durch Impragnierung mit Leinél und einem Lackiiberzug 
gegen Feuchtigkeitseinfliisse geschiitzt. 

Dadurch, daB — wie Gutbier schon feststellte — die Hiilsen wahren 
der Dialyse bei zu- und ablaufender AuBenfliissigkeit dauernd in Beweyvun: 
gehalten werden, wird die Diffusion bedeutend beschleunigt. Durch Antrie! 
der leicht laufenden Schnurscheibe mittels eines kleinen Elektromotors wir 
dieser Effekt bequem erreicht. Ebenso wird auch fiir dauernden Zu- uni 
AbfluB der AuBenfliissigkeit gesorgt: der ZufluB erfolgt durch ein Glasrohr 
das durch ein entsprechend vorhandenes Loch im Holzdeckel fiihrt; da: 
Austrittsende dieses Rohres ist so gebogen, daB die Fliissigkeit gegen di 
Wand des DialysiergefiBes strémt. Der automatische Ablauf erfolgt dur: 
ein nach oben zeigendes Rohr, das — in den am Boden befindlichen Tubus 
des DialysiergefiBes eingeschliffen — im Tubus gedreht und damit der 
Uberlaufpunkt in ihm in jeder beliebigen Héhe fixiert werden kann. Au 
diese Weise kann das Niveau der Innen- und AuBenfliissigkeit eingestel|: 
werden. 

Als dritter Punkt zur Dialysebeschleunigung dient die einfache An. 
ordnung, die fiir die Verteilung des Hiilseninhalts auf eine médglichst grol 
Hiilsenoberfliche sorgt: GlasgefaBe, die mit entsprechenden Glasfibe 
versehen sind, daB8 sie immer von der Innenwand der Hiilse abgehalter 
werden, werden — mit Wasser gefiillt — in die mit geringer Menge der 2. 
dialysierenden Fliissigkeiten gefiillten Hiilsen versenkt. Dadurech wir! 
der Hiilseninhalt an der Wand in diinner Schicht emporgedriickt. Di 
Vorspriinge an den VerdringungsgefiBen sind so bemessen, daB dies 
GefaéBe ganz locker in den Hiilsen stehen und sich bei der Rotation der 
ganzen Apparatur leicht bewegen: dadurch wird gleichzeitig fiir Bewegung 
der diinnen, zwischen Hiilsenwand und Glaseinsatzwand _befindlichen 
Fliissigkeitsschicht gesorgt. 

Diese Apparatur erméglicht, in weniger als dem dritten Teile der Zeit 
den gleichen Effekt zu erzielen, wie mit feststehenden Hiilsen ohne Einsat: 
und mit konstant nachlaufender AuBenfliissigkeit. 


2. Soxhletapparat zur Extraktion bei Temperaturen, die unter dem Siede- 
punkt der Extraktionsfliissigkeit liegen. 


Zwecks erschépfender Extraktion von Trockensubstanz mittels Athy’: 
alkohol, Methylalkohol, Aceton und anderem hat sich der Soxhletappars' 
ausgezeichnet bewahrt. Der extrahierte Stoff wird dabei immer auf (i 
Siedetemperatur der Extraktionsfliissigkeit erhitzt, bei starkerer An- 
reicherung des Extrakts in der Fliissigkeit wird oft dieser Siedepunkt noc! 
erhéht. Ist der Zweck der Extraktion, die aus dem Extraktionsgut heraus- 
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ge! ste Substanz dabei nur bis zu einer bestimmten Maximaltemperatur 
zu erwairmen, da sie sonst Verinderungen erleidet und dann zu weiteren 
Versuchen nicht mehr zu brauchen ist, so kann dieses durch sogenannte 
_kalte Extraktion“S ersetzt werden; dieser Proze® besteht in Vermischen 
des Extraktionsgutes mit groBen Extraktionsfliissigkeitsmengen, Schiitteln 
in dazu geeigneten Apparaten, mehrmaligem Wechsel der Extraktions- 
flissigkeit, eine Technik, wie sie z. B. in der Serologie bei Organextrakt- 
bereitung ausgeiibt wird. Dabei kommt es aber kaum zu einer quantita- 
tiven Erschépfung des Extraktionsgutes, wenn man nicht wochen- bzw. 
monatelang schiittelt und die Extraktionsfliissigkeit dauernd wechselt. 
{ndererseits fiihrt diese lange Zeit bei empfindlichen Substanzen oft zu 
Zersetzungen ; die groBen Extraktionsfliissigkeitsmengen miissen — meistens 
bei niedriger Temperatur — eingedampft werden, wobei Arbeit und Verlust 
aultreten. 

Das gleiche ist in viel kiirzerer Zeit und gleichzeitig bis zur wirklichen 
Erschépfung dadurch zu erreichen, wenn man bei der Soxhletextraktion 
len Siedepunkt der Extraktionsfliissigkeit erniedrigt. Und dieses ist in 
ler nachstehend beschriebenen Apparatur der Fall. Gleichzeitig ist bei 
lieser dafiir gesorgt, daB keine spezielle Kiihlung dabei notwendig ist. 




















zur Wasser strah!- 





Die Apparatur (Abb. 2) setzt sich aus drei Hauptteilen zusammen: 
1. dem Extraktionsapparat mit Kiihlung, 2. dem Druckausgleichgefa8 und 
3. dem Manometer mit Druckregulierungsvorrichtung. 


Biochemische Zeitschrift Band 207. 7 
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Der Extraktionsapparat besteht aus dem birnenférmigen Rundkolber 4 
mit Schliff, dem dazu passenden Extraktionsapparat B mit untenliegendem 
Gegenschliff. Das Dampfhochleitungsrohr, das in die Glashiilse wie beim 
Soxhletapparat seitlich einmiindet, trigt hier in gerader Verlangerung 
den Hahn C und iiber diesem das Einfiillgefafi D; nach Evakuieren der 
mit Extraktionsgut beschickten Apparatur und Erwairmen des Wasserba:des 
wird von D aus die Extraktionsfliissigkeit in den Kolben A gefiillt, ferner 
kann bei geringen Fliissigkeitsverlusten jederzeit waihrend des Betriehes 
Fliissigkeit auf diesem Wege nachgefiillt werden, ohne das Vakuum merklich 
zu verschlechtern. Die Hebervorrichtung an der Glashiilse ist zwecks 
Spannungsvermeidung ebenfalls etwas veréndert. 

Uber der Glashiilse sitzt eingeschliffen der Kiihler. Dieser enthalt 
folgende Ejigenschaften: intensive Kiihlung durch groBe Kiihloberfliche: 
das Wasser tritt am unteren Stutzen in die Innenschlange ein, steigt in 
dieser hoch, geht im zentralen, senkrechten Rohre nach abwarts und wir 
von dem tiefsten Punkte im AuBenmantel hochgedriickt, um ihn durch den 
oberen Stutzen zu verlassen; Bremsung des aufsteigenden Gasstromes durc)h 
das Schlangenrohr, durch das das innere Kiihlrohr reichlich erfiillt wird; 
dabei schligt die Gassiule zwangslaufig an die gekiihlten Rohrwande, 
wahrend sie bei ungehindertem Wege selbst bei mit Eis gekiihltem glatten 
Robre so rasch durcheilen kann, daB ein Teil des Gases den Kiihler verlabt. 
Praktische Versuche mit anders geformten Kiihlern und Eiswasserbenutzung 
fiihrten zu der beschriebenen Ausfiihrung. Der Kiihler endet oben mit 
einem Tubus, in den das Glasrohr mit dem Hahn G eingeschliffen ist. 
Dieser gestattet, entweder die Vakuumleitung mit dem Kiihler gasdicht 
zu verbinden oder diese Verbindung zu unterbrechen, wobei man je nach 
Stellung des Hahnes entweder den Apparat gasdicht abschlieBen oder ihn 
mit der AuGBenluft verbinden kann. 

Von hier aus fiihrt ein Vakuumschlauch zu dem AusgleichsgefaB H. 
das dazu dient, geringe Druckschwankungen abzufangen. Es soll wenigstens 
1000 ccm Inhalt haben. Von diesem aus fiihrt die Vakuumschlauchleitung 
zu dem Reguliermanometer L. Dieses hat folgende besondere Eigenschaften: 
die Héhe des Manometers betragt 45cm, um auch bei Verwendung nicht 
zu hohen Vakuums am Stand der Quecksilbersiule den Druck genau 
kontrollieren zu kénnen; weiterhin ist es mit einer verstellbaren ,,Luit- 
zusatzschraube** (K) versehen. Diese ist eine am Ende mit sehr geringer 
Steigung konisch zugespitzte Fisenschraube, die in ein gleichartig konisc! 
geformtes Loch hineinpaBt. Durch Verdrehen der Schraube wird der Luit 
mehr oder weniger offener Durchgang in das evakuierte Rohr, an das die 
Metallteile gasvlicht angekittet sind, geschaffen. Dieses wagerechte Rol 
trigt am anderen Ende den T-Hahn J, der zwei rechtwinklig zueinande: 
stehende Rohre miteinander und dem wagerechten, zur Regulierschrauhe 
und dem Manometer fiihrenden Rohrstiick verbindet oder sie einzeln ab- 
riegeln kann. An das obere dieser beiden Rohransatze wird der zum Aus- 
gleichgefaB H, an das wagerechte der zu der Wasserstrahlpumpe fiihrence 
Vakuumschlauch angeschlossen. 

Zum Gebrauch fiillt man das Extraktionsgut in eine zum Soxhlet- 
teil passende Hiilse, die man sich selbst aus Filtrierpapier herstellen kann, 
und bringt diese in den Apparat; setzt unter diesen den Rundkolben, 
iiber ihn den Kiihler und versenkt den Kolben in ein Wasserbad von ge- 
wiinschter Temperatur, die natiirlich unter dem Siedepunkt der zur Ver- 
wendung kommenden Extraktionsfliissigkeit liegt. Dann befestigt man 
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nm langen Aufbau an einem passenden Stativ. In den oberen Kiihler- 
ff wird das Hahnrohr eingesetzt, der Hahn auf Durchgang gestellt; 
hier aus stellt man die aus der Abbildung ersichtlichen Schlauch- 
indungen zum Ausgleichgefa8 und von hier zu Manometer und Wasser- 
hlpumpe her. Dann fiillt man nach Anstellen der Pumpe durch Zulauf- 
‘18 D die Extraktionsfliissigkeit in gewiinschter Menge langsam in den 
lben ein und beobachtet, wann sie nach AbschluB des Hahnes C zu 
den beginnt. Nachdem man vorher noch das Kiihlwasser an dem Kiibler 
mit Zu- und AbfluB eingeschaltet hat, reguliert man mit der Regulier- 
«hraube am Manometer das Vakuum so, da die Fliissigkeit im Kolben 
miBig siedet. Damit ist die Einstellung beendet. Man liest den Stand der 
Quecksilbersiule am Manometer ab und notiert sich ihn fiir diese Wasser- 
badtemperatur und Extraktionsfliissigkeit. Sinkt z. B. durch starke ander- 
weitige Belastung der Wasserleitung das Vakuum, so erholt es sich infolge 
Druckausgleichs im Rohrsystem in kurzer Zeit. Plétzliches Steigen des 
Wasserdrucks kommt nie vor, wenn die Einstellung der Regulier- 
schraube nicht zufallig gerade zu einer Zeit geschah, als die Wasserleitung 
enorm belastet wurde. Dieses ist aber ein seltener Zufall und auBerdem 
lurch Betrachtung des Manometers fiir einige Minuten nach vollendeter 
Regulierung erkennbar und schnell und bequem auszugleichen. Treten 
bei 24stiindiger und langerer Extraktion geringe Fliissigkeitsverluste ein, 
so geht immer nur die Extraktionsfliissigkeit, nie die extrahierte Substanz 
labei verloren. Man fiillt dann in das ZulaufgefaB D neue Extraktions- 
‘lissigkeit ein und 146t wihrend des Betriebes ohne irgendeine Stérung 
lurch vorsichtiges Drehen des darunterliegenden Hahnes C diese langsam 
zulaufen. 

Diese Apparatur hat sich bei erschépfender Extraktion von hitze- 
mpfindlichen Alkohol- bzw. acetonléslichen Substanzen bei bis zu 20°C 
hinabgedriickten Temperaturen durchaus bewahrt. 

Herstellung und Vertrieb von beiden beschriebenen Apparaten liegt 
in Handen der Glasblaserei Alois Schmidt, Breslau 1, Schuhbriicke 42. 











Fermente und Licht. XIV. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Versuche iiber den Einflu6 der Temperatur bei der Lichtwirkung. 


Von 
Takeo Oya. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 


Versuche iiber die Wirkung der Strahlung auf Fermentlésungen 
hatten gewisse GesetzmaBigkeiten ergeben, unter denen als besonders 
wichtig die hervorzuheben ist, daB bei dem fiir die Fermentwirkung 
optimalen py die Lichtschadigung am gréBten ist. Es hat sich ferner 
ergeben, daB bei durch Strahlung geschadigten Diastaselésungen eine 
Reaktivierung durch verhiltnismaiBig geringe Mengen der gleichen 
nichtbestrahlten Fermentlésung méglich war. Diese Erscheinung 
wurde bezogen auf die kolloide Natur des weniger spezifischen Ferment. 
akzeptors, der bei groBer Dispersitat, dem fiir die Wirkung optimalen 
Punkte, besonders gegeniiber der Strahlung empfindlich ist, indem 
infolge der groBen Oberfliche die Aufnahme der Strahlung erheblich 
gesteigert wird; als Folge tritt eine Vergréberung der Teilchen 
ein, welche ihrerseits infolge Verkleinerung der Oberflache die 
Fermentwirkung herabsetzt. Die Reaktivierungsméglichkeit durch 
geringe Mengen frischer Fermentlésung wurde dahin ausgelegt, dal 
der noch vorhandene spezifische Fermentbestandteil, welcher nach der 
genannten Hypothese durch die Strahlung nicht geschadigt wird, zur 
Erzielung der Wirkung véllig ausreichend ist, wenn ihm nur das dazu- 
gehérige Kolloid in geniigender Menge zur Verfiigung steht. 


Es ist auf Grund der vorliegenden Literatur zwar wahrscheinlich 
aber doch nicht mit vélliger Sicherheit festgestellt, daB die Ferment. 
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« adigung durch Strahlung und die durch TemperaturerhOhung nicht 
m teinander identisch sind. Um diese Frage zu entscheiden, wurden 
zundichst Versuche angestellt, welche zeigen sollten, ob die gleiche 
3estrahlung bei den gleichen Lésungen und sonst unveranderten 
\erhaltnissen, nur unter verschiedenen Temperaturen, grundsitzlich in 
gh icher Weise wirkt. 

Uber die Temperaturempfindlichkeit der Amylase besteht, besonders 
in Hinblick auf die technischen Verfahren, eine ziemlich groBe Literatur (1). 
Die Warmezerstérung der Amylase beginnt schon bei 30°, nach den Unter- 
suchungen von Miinter (2) sowie von Takamine und Oshima (3) liegt die 
Totungstemperatur bei etwa 60°. Ganz im Gegensatz zu unseren Versuchen 
iiber die Fermentstabilitaét gegeniiber der Strahlung, welche um so gréBer 
wird, je weiter der pq sich vom optimalen Punkte entfernt, soll Diastase 
ihre gréBte Warmestabilitat in der Nahe ihres optimalen py besitzen. 


Die nachfolgend geschilderten Versuche wurden mit einem japani- 
schen Praparat von Takadiastase angestellt. Es ist bekannt, daB bei 
diesem Ferment die Starkespaltung bedeutend gréBer ist als die Zucker- 
bildung. Trotzdem wurde zuniachst letztere untersucht, und zwar 
wurde, wie bereits in friiheren Arbeiten, die gebildete Maltose nach 
der Methode von Willstdtter-Schudel bestimmt. Die Versuchsanordnung 
entsprach der von Pincussen in ,,Methodik der Fermente“ beschriebenen, 
nach welcher die zu untersuchenden Proben im Wasserbad vor einer 
Tauch-Quecksilberquarzlampe regelmaBig vorbeibewegt wurden. Die 
Diastaselésungen wurden zur Bestrahlung mit einer gewissen Menge 
Pufferlésung von verschiedenem py gemischt; zur Verdauung, die 
bei 37° stattfand, wurde der px in allen Proben gleich gemacht (im 
allgemeinen 5,91) und mit 1° .iger Starkelésung gemischt. 


Die Temperaturen wurden zu 15 bis 16° und andererseits zu 45 
bis 50° gewahit und die unter sonst gleichen Bedingungen gebildeten 
Maltosemengen verglichen. Wie auch in friitheren Versuchen, standen 
die Dunkelkontrollen im gleichen Wasserbad wie die Hauptproben, 
nur gegen die Belichtung geschiitzt. 

Versuche 1 und 2 zeigen Vergleiche tiber die Maltosebildung bei 
16 bzw. 15° und 50 bis 45°. 


Die inaktivierende Wirkung der Temperatur von 50° ist auBer- 
ordentlich stark. Bei niedriger Temperatur ist die auch sonst beob- 
achtete GesetzmaBigkeit festzustellen, nach welcher bei gréBter Dunkel- 
wirkung die Schadigung am gréBten ist. Bei den in der Warme be- 
lichteten Proben ist das nicht der Fall. Das Optimum der Dunkel- 
wirkung hat sich etwas verschoben. Was aber das Wichtigste ist, ist 
die Tatsache, daB hier die Schadigung durch das Licht gegeniiber den 
Dunkelkontrollen mit steigendem pg ganz erheblich abnimmt, so daB 
bei 7,15 eine Lichtschadigung nur in ganz geringem Mabe vorhanden ist. 
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Versuch 1. 
45cecm 0,05°% ige Lésung von Takadiastase + 5cem m/10 Citra; 
puffer gemischt. Bestrahlung 30 Minuten bei 5 Amp. und 130 Volt, En; 
fernung der Lampe von den Proben 10cm. Zur Verdauung angeset, 
l0cem 1% iger Starkemischung, 4ccm Diastasemischung, 2 ccm 
Phosphatpuffer, py 5.91. 37°. 





Temperatur 16° Temperatur 50° 





Pu Gebildete Bei Bestrablung Gebildete | Bei Bestrahiun. 
Maltose — Maltose | en 
mn In » der 
mg Kontrolle mg | Kontrolle 
4,89 Belichtet 10,8 48.5 | Belichtet 1,7 39.5 
Dunkelkontr.| 22,3 ||Dunkelkontr.| 4,3 
5,91 Belichtet 10,5 44.5 || Belichtet 34 67 
Dunkelkontr.| 23,7 || Dunkelkontr.| 5,1 
7,15 Belichtet 3,9 51 Belichtet re 91 
Dunkelkontr. 77 Dunkelkontr. 8,5 


Ein zweiter Versuch, der in ganz ahnlicher Weise angesetzt wurd« 
nur mit dem Unterschied, daB eine etwas niedrigere Temperatur gewih!; 
wurde, ist in Tabelle II aufgezeichnet. 

Versuch 2. 
45 cem 0,05 %iger Takadiastaselésung + 5 ccm m/10 Citratpuffer. Lampen 


entfernung 10cm, Bestrahlung 30’, 4 Amp., 135 Volt. Fermentversuc! 
wie in Versuch 1 bei pq 5,91. 





Temperatur 15° Temperatur 45° 


Gebildete | Bei Bestrahlun, 


Pu Gebildete Bei Bestrahlung t 
| Maltose _gebildet | Maltose | —_ gebildet 
| in °/9 der | | im %J9 der 
mg Kontrolle mg | Kontrolle 
| 
4,83 | Belichtet 10,3 49 Belichtet | 3,4 22 
Dunkelkontr. 21,0 Dunkelkontr.| 15,5 
5,31 Belichtet 9.9 45 Belichtet | 4,7 30 
|Dunkelkontr. 21,9 Dunkelkontr., 15,9 
5,97 1 Belichtet 8,2 36,5 Belichtet | 6,5 35 
'Dunkelkontr. 22,5 Dunkelkontr.| 18,4 
6,68 | Belichtet 8,2 50 Belichtet | 6,0 37 
| Dunkelkontr.| 16,4 Dunkelkontr.| 16,5 


Bei dieser Temperatur ist die Warmeschiadigung verhaltnismabig 
gering. Es ist nur eine maBiggradige Abschwichung zu erkennen 
das Optimum der Fermentwirkung liegt bei den erwirmten Proben 
ebenso wie bei den in kaltem Wasser stehenden bei pg 5,9. Die Warme 
allein verschiebt hier das Optimum nicht. Eine Abschwichung der 
nicht bestrahlten 45°-Proben gegeniiber den entsprechenden bei 15° 
gehaltenen Dunkelproben fehlt bei 6,68; das entspricht den Ver. 
hiltnissen in Tabelle I, wo bei pg 7,15 die erwirmte Probe sogar eine 
etwas starkere Maltosebildung bewirkte als die bei 15° gehaltene ent 
sprechende Dunkelprobe. Im Gegensatz zu der obengenannten Literatur 


to 
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angabe liegt die gréBte Stabilitét danach nicht beim optimalen Punkte- 
sondern bei alkalischerer Reaktion. Was nun die kombinierte Strahlen, 
und Temperaturwirkung betrifft, so ist auch in diesem Versuche fest- 
gustellen, daB die Schadigung bei 45° bei saurer Reaktion am gréBten 
jst und bei alkalischerer dauernd abnimmt, im Gegensatz zum Versuche 
bei 15°, wo die Schadigung bei py 5,97 am gréBten ist und von da nach 
beiden Seiten hin abnimmt. Wahrend im Versuche der Tabelle I bei 
50° die gréBte Wirkung der Temperatur zuzuschreiben ist, ist sie im 
Versuche 2 in héherem MaBe durch das Licht bedingt. Gemeinsam 
aber ist beiden Versuchen, daB die Lichtschidigung bei erhéhter Tem- 
peratur fortschreitend mit steigendem py abnimmt. Jedenfalls beweisen 
beide Versuche, daB Licht und Wirme das Ferment nicht gleichsinnig 
beeinflussen. 

In den Versuchen der Mitteilung IX dieser Reihe hatte sich gezeigt, 
daB durch Licht geschidigte Lésungen der Malzdiastase, wie schon 
oben erwahnt, in hohem Ma8e durch Zusatz frischer Diastaselésung 
reaktiviert werden kénnen. Es fragte sich nun, ob dies auch bei den 
Licht und Warme ausgesetzten Fermentlésungen méglich war. 
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Versuch 3. 
45eem 0,2°% iger Takadiastaselésung + 5ccm m/10 Citratpuffer. Be- 
lichtung 30 Minuten, 10 em Abstand, 4 Amp., 140 Volt, 46 bis 47°. 
Zum Fermentversuch (Verdauung bei 37°): 
10 cem 1 ®,iger Starkelésung + 5cem m/3 Phosphatpuffer 5,91 + 5 cem 
behandelte Diastasemischung. 

Starkelésung + 5ccm m/3 Phosphatpuffer 5,91 + 5ccm 
behandelte Diastasemischung + 2 ccm frischer, unbelichteter 
Diastasemischung. 

Starkelésung + 5 cem m/3 Phosphatpuffer 5,91 + 2 cem frischer 
Diastasemischung. 





‘ Bei Bestrahlung 
Gebildet bei Hauptprobe Gebildet bei Kontrolle gebildet 


in °/, der Kontrolle 


Big 


11,2 mg Maltose 12,.9mg Maltose 87 
13,9 , “ 232. m= 60 
len 5, 12,9 . 24, ra 52 
nee ee Mr, * : 4 


rime 
der 


~ ° ° Theoretisch Weniger als 
15 Gebildet bei Hauptprobe mindestens erwartet erwartet 
y €T- 





»ine 
ant 


19,7 mg Maltose 22.1 mg Maltose 11% 
23,2 . M 28 . ‘i 6% 
ie « a 23.8 , a 27% 
ur 21 26,3 18 °, 
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In allen Fallen ist nicht einmal so viel Maltose gebildet wore» 
als sich aus der Summe der durch die lichtgeschidigte Fermentlésung 
gebildeten und der zugefiigten frischen Diastase ergeben wiirde. Von 
einer Reaktivierung der geschadigten Diastase kann daher in keinen 
Falle gesprochen werden. 

Versuch 4. 


Anordnung und Lésungen genau wie in Versuch 3, Belichtung 30 Minuten, 
4 Amp., 140 Volt, Temperatur 47°. Fermentansatz ebenfalls wie in Versuc)h 3 





, is Bei Bestrahlun, 
Pu Gebildet bei Hauptprobe Gebildet bei Kontrolle gebildet 
j in °/9 der Kontrolle 

1. 4,83 9,5 mg Maltose 9.5 mg Maltose 100 
5,31 12,0 , ‘ 16,3, » 73 
5,97 94 , 18,0 , ‘ 52 
6,68 12,9 . . 12.9 , - 100 

3. 5,97 im. « - 

2. 4,83 18.9mg Maltose 18,9 , = 100 
5,31 te % . 23.2 , e 74 
5,97 12,9 , : 26.5 , a 49 
6,68 15.9 , a 19,5 , - 82 


Bei der Versuchsreihe Nr.2 waren theoretisch Maltosewerte zu 
erwarten, welche, auch ohne daB eine Reaktivierung der geschadigten 
Diastase eintrat, dem in der Versuchsreihe Nr.1 gebildeten Werte 
zuziiglich dem der frischen Lésung entsprechen wiirden. In Wirklich. 
keit waren die Verhiltnisse folgende. 











Bei den belichteten Proben Bei den unbelichteten Proben 
a i i tet | iger Is 
Pu || gebildet | erwertet | “Srwnrtet || seblldet | SoGestens | orwertet 

mg Maltose mg Maltose | mg Maltose mg Maltose | mg Maltose | mg Maltose 
4,83 18,9 20,6 s | 189 20,6 | 8 
5,31 17,2 23,1 26 23,2 27,4 15 
5,97 12,9 20.5 37 26.5 29,1 9 
6,68 15,9 24.0 33 19,5 24.0 19 


Wahrend bei den unbelichteten Proben die Maltosebildung auf 
Zusatz frischer Lésung verhaltnismabig wenig hinter dem theoretisch 
erwarteten Minimalwert zuriickbleibt, welcher sich aus der Summe 
der durch die wiarmegeschidigte Diastase und die frische Diastase 
erzielten ergibt — in Wirklichkeit wird dieser theoretische Wert nie ganz 
erreicht —, ist bei den belichteten Proben das Verhiltnis noch er- 
heblich ungiinstiger, ganz besonders, ebenso wie in Versuch 3 bei 
pu 5,97, dem giinstigsten Wert fiir die Dunkelwirkung. Es ergibt sic! 
also, daB eine Reaktivierung in keinem Falle in Frage kommt. Die 


lech 


sun 


Mi 
yOurT 





EinfluB der Temperatur bei der Lichtwirkung. 415 


umengesetzte Wirkung von Strahlung und Warme, selbst wenn 

rstere EinfluB erheblich tiberwiegt, schidigt die Takadiastase- 

g also in solcher Weise, daB eine Reaktivierung durch frische 
jsung nicht méglich ist. Hieraus und aus der Tatsache, daB auch 
ne Reaktivierung der nicht bestrahlten, auf héhere Temperatur 
rwarmten Diastaselésung durch Zusatz frischer, nicht erwirmter 
ler bestrahlter Diastaselésung unmiéglich ist, ergibt sich, daB der 
lechanismus der Lichtwirkung und der Warmewirkung auf Ferment- 
sungen verschieden sein muB. 


Literatur. 

1) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1, 685. 
Minter, Landw. Jahrb., Erg. 8, 298, 1910. — 3) Takamine und Oshima, 
urn. Amer. Chem. Soc. 42, 1261, 1928. — 4) Pincussen, diese Zeitschr. 
‘1, 1, 1926. 
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am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die getrennte Bestimmung der Halogene in organischen Sub 
stanzen ist seit langerer Zeit ein Problem der biologischen Chemie 


Die verschiedensten Forscher versuchten, Methoden zur Bestimmuw 
des Broms und des Jods auszuarbeiten. Am meisten Verbreitung hat « 
J-Bestimmung von Th. v. Fellenberg? gefunden. Dieser Methode hafted 
jedoch trotz der vielfach vorgenommenen Verbesserungen, so vor alle 
von Jochmann®, noch verschiedene Mangel an. Die hauptséchliche Fehle: 
quelle stellt auch in der Anordnung von Jochmann die Verkohlung de 
organischen Substanz dar, die die Gefahr des Verlustes von Jod mit si 
bringt. Die aus diesem Grunde von G. Pfeiffer* ausgearbeitete Modifikatiot 
der sauren Veraschung beseitigt zwar diesen Nachteil, ist aber wegen «: 
groBen Volumens des Destillats bei kleinen J-Mengen, wie sie besonder 
fir Blutuntersuchungen in Frage kommen, nicht geeignet. Dampft ma 
das Destillat ein, so stéren die groBen Salzmengen bei der Titration. Kolori 
metrische Methoden, wie sie Pfeiffer angibt, sucht man wegen der geringer 
Genauigkeit méglichst zu vermeiden. Auch ist der kolorimetrische Vervlei 
der Jod-Chloroformlésungen bereits von Fellenberg®, spiter durch nac! 


1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemei: 
schaft der deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 

2 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 139, 371, 1923. 

3 E. Jochmann, ebendaselbst 194, 454, 1928. 

‘ G. Pfeiffer, ebendaselbst 195, 128, 1928. 

® Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 152, 116, 1924. 
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de Titration erginzt und von Veil und Sturm}, und besonders von 

,ann*, ganz durch die Titration ersetzt worden. Die Entfernung der 
Fettsauren, wie sie schon Pfeiffer selbst in seiner neuen Arbeit® als nétig 
ereichnet, kompliziert auBerdem die Methode erheblich. Uber die ge- 
yennte Bestimmung von anorganischem und organischem Jod ist eine 
Yethode bei uns in Vorbereitung, die den komplizierten Trennungsgang 
en Veil und Sturm‘ iiberfliissig machen diirfte. 

Fiir die Brombestimmung ist eine exakte quantitative Methode bisher 
iberhaupt nicht gefunden worden. Am meisten Beachtung verdient noch 
e von Bernhardt und Ucko* auf Grund des Guareschischen Prinzips aus- 
garbeitete Schwellenwertsmethode. Diese ermédglicht zwar den Nachweis 
sehr geringer Brommengen, hat aber eine ziemlich weite Fehlergrenze. 
Alle diese Methoden erlauben jedoch nicht die Bestimmung von Jod, Brom 
nd Chlor in demselben Analysengang und erfordern zum Teil, wie die 
Fellenbergsche Methode, einen ziemlichen Zeitaufwand. Da wir fiir unsere 
{rbeiten iiber den Einflu8 der Strahlung auf den Tonengehalt im Organismus 
nverlassiger Halogenbestimmungen bedurften, arbeiteten wir eine 
Methode aus, die sowohl in verhaltnismaBig kurzer Zeit die Bestimmung 
n Jod, Brom und Chlor in einem Analysengang erméglicht, wie auch 
en Anforderungen einer engen Fehlergrenze und Nachweis kleinster 
Mengen geniigt. Hierbei kommen meist nur einfache analytische Hand- 
abungen zur Anwendung, die von jedem Analytiker in kurzer Zeit erlernt 
verden kénnen. 


Prinzip der Methode. 


Die trockene Substanz wird mit der fiinffachen Menge festen 
Kaliumhydroxyds im Nickeltiegel auf freier Flamme geschmolzen. 
Dadurch wird die organische Substanz abgebaut und alles vor- 
handene Halogen in die Kaliumhalogenide tibergefiihrt. Ein Verlust 
ron Halogen ist bei einer solchen Schmelze infolge des groBen Uber- 
vhusses von Kaliumhydroxyd und der Anwesenheit organischer 
Substanz bis zum SchluB der Erhitzung nicht zu fiirchten im Gegen- 
atz zur Verkohlung, bei der die organische Substanz beseitigt wird, 
und auch kein solcher Uberschu8 an Alkali vorhanden ist (s. auch 
Bernhardt und Ucko, diese Zeitschr. 155, 178, Anm., 1925). 7 


Die Schmelze wird mit Wasser ausgelaugt und nach dem Ein- 
dampfen des Filtrats das Kaliumjodid durch Alkohol extrahiert, ent- 
sprechend dem Vorgehen von Fellenberg® und anderen. Nach dem 
Abdampfen des Alkohols und Lésen des Riickstandes in Wasser wird 
mit Salpetersiure angesiuert und mit Kaliumpermanganat die noch 


W.H. Veil und A. Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 147, 166, 1925- 
E. Jochmann, }. c. 

G. Pfeifier, diese Zeitschr. 201, 298, 1928. 

W.H. Veil und A. Sturm, |. c. 

H. Bernhardt und H. Ucko, diese Zeitschr. 155, 174, 1925. 

Th. v. Fellenberg, |. c. 
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verbliebenen Reste der organischen Substanz zu Kohlensiur. yy 
das Jodid zu Jodat oxydiert. Nach Verjagen der Salpetersiyy, 
wird mit Wasser aufgenommen und mit Tierkohle entfarbt Die 
Tierkohle adsorbiert zwar den gréBten Teil der farbenden organ sche, 
Substanz, bindet jedoch keine Ionen, die fiir uns von Bedevtyy, 
sind. Das klare Filtrat wird mit Salzsiure, Jodkali und Starke sing 
versetzt und das Jod, das durch das Jodat aus Jodkali frei gemach 
worden ist, mit 0,002 n oder 0.001 n Thiosulfatlésung titriert.  }), 
ein JO, 6J frei macht, ist der Nachweis noch sehr geringer Menge; 
Jod in der Analysensubstanz méglich'. 


Der Riickstand des Alkoholextrakts wird mit Wasser ausgelauy 
und in einem MeBkolben auf 50 ccm aufgefillt. In der Lésung win 
das Brom und Chlor bestimmt. Das Brom kann auBer nach der Method 
von Bernhardt und Ucko® bestimmt werden durch Freimachen mitte| 
Wasserstoffsuperoxyd, nachtraglichem Ansiuern mit konzentrierte 
Salpetersiure und Ausschiitteln des freien Broms durch Chloroform), 
Der Chloroformextrakt wird mit eiskalter Kochsalzlésung gewaschen 
bis alle oxydierenden Stoffe entfernt sind, und dann Jodkali zugegeben 
Das Brom macht aus dem Jodkali die aquivalente Menge Jod frei, welch: 
mit Thiosulfat titriert wird. In der restlichen Menge des fiir die Brom. 
bestimmung benutzten wisserigen Auszuges wird das Halogen nachiH.. 
Ansiuern mit Salpetersiure wie tiblich nach Volhard titriert*. Ausf»... 
der so gefundenen Halogenmenge wird nach Abzug des vorher be» 1, 








stimmten Broms der Chlorgehalt ermittelt. ” 
liege 
Ausfibrung. nges 


Der Arbeitsgang ist der gleiche bei Blut und Organen. Bei Analysen-juer 
substanz, die Knochen oder Bander enthalt, z. B. bei der Analyse ganzerf,cc} 
Tiere empfiehlt es sich, dieselben nach dem Zerkleinern iiber Nacht im we 
Nickeltiegel, mit destilliertem Wasser‘ iibergossen, weichen zu lassen 


Vor Beginn der Schmelze ist das Wasser natiirlich abzudampfen. vsti 
Als Ausgangsmenge zur Analyse wihlt man am besten 10 bis a 
20 ccm Blut, von Organen, falls man nicht ganze Organe analysieren a 
will, 1 bis 2g Trockensubstanz; bei mehr Jod enthaltenden Organen =~ 
(Schilddriise) entsprechend weniger. Die mit der Pipette abgemessene " 
ri] 

1 W.H. Veil und A. Sturm, |. c. 
2 H. Bernhardt und H. Ucko, |. ¢. : 
* Sollte die Lésung stark gefarbt erscheinen, ist es praktischer, die@j - 
Titration unter Veraschung mit Permanganat vorzunehmen (s. av! rr 
L. Pincussen, Mikromethodik, 4. Aufl., 1927, 8. 78). r 
* Alles bei dieser Methode gebrauchte destillierte Wasser muB voriier a 
noch einmal iiber Pottasche destilliert werden zur Befreiung von Halove 7 


(s. auch Veil und Sturm, 1. c.). 
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ng? Blut, am besten Oxalatblut, wird im Nickeltiegel unter Zusatz 
n »g Kaliumhydroxyd (puriss. Merck) auf je 10 ccm Blut auf dem 
jasserbad zur Trockne eingedampft. Organsubstanz wird vor der 
walyse zweckmaBig im Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxyd 
-trocknet ; sie ist auf alle Falle sorgfaltig zu zerkleinern. Zu der Organ- 
pstanz im Nickeltiegel kommt die etwa fiinffache Menge des Trocken- 
ewichts der Analysensubstanz an festem Kaliumhydroxyd. Der 
‘ickeltiegel wird unter Umriihren auf kleiner Flamme erhitzt, bis das 
jaliumhydroxyd geschmolzen ist, was nach 5 bis 10 Minuten eintritt. 
funn kann die Flamme gréBer gestellt werden, doch ist durch Um- 
ihren und sorgfaltiges Regulieren der Flamme dafiir Sorge zu tragen, 
a3 die Schmelze nicht tiberschaumt, was bei groBen und feuchten 
hibstanzmengen oder zu klein gewaihltem Tiegel der Fall sein kann!, 
wch einem ungefahr viertelstiindigen Schmelzen tritt intensiver 
Indolgeruch auf, gleichzeitig wird die Schmelze ziemlich leichtflissig. 
wh ungefahr einer weiteren Viertelstunde ist die Schmelze wieder 
hwer fliissig geworden, der Indolgeruch verschwunden, und es ist ein 
nangenehmer, stechender Geruch wahrnehmbar. Dann ist die Schmelze 
vendet, die Flamme wird ausgemacht, und man lat abkiihlen, Nach 
ilstandigem Erkalten wird die Schmelze mit Wasser versetzt und 
ater Umriihren aus dem Tiegel herausgelést, wobei wieder Indol- 
eruch auftreten kann. Der geléste Anteil wird auf ein Filter aus 
laswolle mit dariiber gelegter diinner Asbestschicht, analog den von 
Mertrand angegebenen Filtern, abgegossen, neues Wasser im Tiegel zu- 
ysetzt, und dies so lange wiederholt, bis der ganze Inhalt aus dem 
legel herausgelést ist. Das Filtrat wird mit der Wasserstrahlpumpe 
ywesaugt. Der Riickstand auf dem Filter wird verworfen, das mehr 
der minder klare, braunliche Filtrat wird quantitativ aus der Saug- 
fasche in eine Porzellanschale gespiilt und auf dem Wasserbad zur 
rockne gedampft. Jetzt wird mit 97°,igem Alkohol*, der durch 
iestillation tiber Pottasche von etwa geléstem Halogen befreit und 
it dem Alkoholometer von Tralles eingestellt wurde*, extrahiert. 
ie Menge des anzuwenden Alkohols richtet sich nach der Menge des 
1 der Porzellanschale vorhandenen Riickstandes. Bei Blutanalysen 
rniigen meist dreimal 3 ccm, bei Organanalysen meist fiinfmal 5 ccm. 
fs muB dabei mit dem Glasstab der zu extrahierende Riickstand von 
tr Porzellanschale abgekratzt und griindlich umgerihrt, am besten 


1 Als passendste TiegelgréBen erwiesen sich fiir Blutanalysen Tiegel 
n 5cem Héhe und 5 cm Durchmesser, fiir Organanalysen von 7 cm Héhe 
id 7em Durchmesser. 

2 Schwacherer Alkohol bietet eine Fehlerquelle durch Auflésen von 
loriden und Bromiden. 

3’ W.H. Veil und A. Sturm, |. c. 
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mit einem Pistill zerrieben werden, damit auch alle Teile des }iiick. 
standes mit dem Alkohol in Beriithrung kommen. Der Alkoholextrak; 
wird durch die mit einem gewoéhnlichen Filter bedeckte Nutsc\ie jy 
die Saugflasche filtriert. Im Filtrat befindet sich das Jod, im lick 
stand kann der Brom- und Chlorgehalt bestimmt werden. 


A. Bestimmung des Jods. 


Das Filtrat wird quantitativ mit destilliertem Wasser aus de 
Saugflasche in eine Porzellanschale gespiilt und der Alkohol auf dem 
Sandbad oder Wasserbad verjagt. Der Riickstand wird mit Wasser 
aufgenommen, in einen ziemlich groBen Phillippsbecher oder Becher 
glas gespilt und tropfenweise mit konzentrierter Salpetersiur: 
(halogenfrei, Kahibaum) versetzt, bis zur deutlich sauren Reaktioy 
gegen Lackmus. Es wird zum Sieden erhitzt und tropfenweise ka|: 
gesittigte Kaliumpermanganatlisung zugefiigt, bis die Rosafarhung 
des Permanganats gerade deutlich bestehen bleibt. Es ist dam 
sowohl alles Jodid in Jodat verwandelt, wie auch alle organische 
Substanz oxydiert worden, was an einem essigartigen Geruch 
erkennbar wird. Man 1]a8t dann noch etwa 5 Minuten kochen 
léscht die Flamme aus und setzt eine Messerspitze Traubenzucker 
hinzu, bis die Lésung vollkommen entfarbt und damit der Uber. 
schuB des Permanganats reduziert ist. Die Lésung wird dann von 
einem etwa vorhandenen Niederschlag abfiltriert und in einer 
Porzellanschale zur Trockne gedampft. Es entweichen beim Ein. 
dampfen Salpetersiuredampfe. Nach dem Erkalten wird der Riick. 
stand in Wasser gelist und abermals zur Trockne gedampft. Sollten 
dabei noch Salpetersiuredimpfe bemerkbar werden, so ist das Au. 
nehmen mit Wasser und Eindampfen so oft zu wiederholen, bis keine 
nitrosen Gase mehr entweichen und auch kein Salpetersauregeruc) 
mehr wahrnehmbar ist. Jetzt wird wieder mit Wasser aufgenommen 
und in ein ziemlich groBes Becherglas gespiilt. Das Fassungs- 
vermégen dieses Bechers soll ungefihr dreimal so groB sein wie dv 
angewandte Menge, da die Fliissigkeit bei Zugabe der Kohle stark 
schiumt. Es wird zum Sieden erhitzt, etwa 0,1 g Blutkohle hinzv- 
gefiigt und noch einige Minuten gekocht. Dann wird durch ein 
gewohnliches Filter in eine Porzellanschale filtriert. Die Kohle 
adsorbiert den gréBten Teil der farbenden organischen Substam 
doch keine Ionen. Der Niederschlag auf dem Filter muB8 sorgfaltz 
mit Wasser nachgewaschen werden, da in dem voluminésen Nie«er. 
schlag leicht noch Spuren der Lésung verbleiben. Das klare Filtre 


wird zur Titration auf kleines Volumen eingedampft. Die Lésunz 


muB gegen Lackmus neutral reagieren. Sind sehr gering: 
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lengen, unter 5y*, zu erwarten, so titriert man die ganze, auf etwa 
cm eingedampfte Lésung auf einmal. Ist hingegen mehr Jod in der 
nalysensubstanz vorhanden, so fillt man auf 25 bzw. 50 ccm auf 
sd entnimmt jedesmal 5 ccm zur Titration. 


Die Titration erfolgt am besten entweder mit einer 0,01 n oder 
02 n Natriumthiosulfatlisung, je nach dem zu erwartenden Jod- 
halt aus einer Mikrobiirette nach Pincussen', die 0,1 com Fassungs- 
emogen besitzt, und noch das Ablesen von 0,0005 ccm gestattet, 
Jer mit einer 0.001 n Thiosulfatlisung aus einer gewéhnlichen 
(ikrobirette von 4ccm Fassungsvermégen (s. Abb. 1). 
bb. 1 zeigt eine Mikrobiirette mit braunem VorratsgefiB, 
» der sich die Thiosulfatlésung verhiltnismaBig lange hilt, 
od weiBer kalibrierter Réhre mit Schellbachstreifen, an 
im der Stand des Meniskus deutlich abgelesen werden 
an. Die n/1000 Thiosulfatlésung hilt sich etwa 8 Tage 
emlich konstant®. Sie wird durch Verdiinnen mit noch- 
als ausgekochtem, destilliertem Wasser aus 0,01 n Thio- 
ufatlésung hergestellt, die sich etwa 2 Monate in fest 
eschlossener Flasche konstant halt. Trotzdem ist ge- 
oten, die n/1000 Thiosulfatlésung jeden Tag neu einzu- 
ellen. Dies geschieht am besten gegen n/1000 Kalium- 
wdatlisung, welche sich etwa 1 Monat konstant halt. Sie 
rd am sichersten durch Verdiinnen aus n/100 Kalium- 
datlisung erhalten. Die n/100 Kaliumjodatlésung wird T 
ergestellt durch Auflésen von 35,67 mg Kaliumjodat (puriss. = 
Kahibaum) in 100 ccm destilliertem Wasser. Sie ist etwa ih 
}Wochen in fest verschlossener Flasche als Urtiterlésung 
altbar. Es ist aber ratsam, auch diese Kaliumjodatlésung 
pitestens alle Monat frisch herzustellen oder mindestens nach vor- 
briger Filtration gegen eine bekannte Thiosulfatlésung zu stellen, 
la Jodatlésungen erfahrungsgemaB nach langerer Zeit schimmeln ‘und 
ann im Titer abnehmen. 











Abb. 1. 


Bei der Titration geringer Jodmengen, wie sie bei Blutanalysen vor- 
mmen, kommt es zur Erzielung eines deutlichen Farbenumschlags auf 
iemlich genaue Dosierung des Kaliumjodid- und Séurezusatzes an. Bei 
rober Saurekonzentration wird das Jod schon ohne Zusatz von Oxydations- 
itten durch die Katalyse des Lichtes frei gemacht, so da®8 hierdurch 
ehler entstehen kénnen. Hingegen ist das etwaige Alter und die Kon- 
entration der Starkelésung in gewissen Grenzen gleichgiiltig. Die An- 
aben Sturms* betreffs des gleichmaBig erhéhten Thiosulfatverbrauchs 


* ly = 0,001 mg. 

' L. Pincussen, diese Zeitschr. 186, 32, 1927. 

2 W. Roman-Levinson, Zeitschr. f. Elektrochem. 34, 333, 1928. 
? A. Sturm, diese Zeitschr. 200, 273, 1928. 
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bei Jodmengen unter 3y, die wir nachpriiften, konnten von un 
sowenig bestétigt werden, wie seine Behauptung hinsichtlich der 
Dagegen ist die fiir einen scharfen Umschlag wesentliche Bedingu 
richtigen H*-Tonen- und K J-Konzentration von Sturm gar nicht | 
sichtigt worden. 


Zu je 5cem Analysenlésung werden ein bis zwei Kristalle Kalium 
jodid (etwa 0,1 g) und 2 Tropfen verdiinnter Salzsiure (fiinf Tei 
konzentrierter Salzsiure, spezifisches Gewicht 1,19, auf sechs Te) 
Wasser) zugegeben. Das py-Optimum, das hierdurch erreicht wird 
liegt bei etwa pg = 4. Der py wurde von uns nach Michaelis best imm: 
Er braucht jedoch nicht jedesmal bestimmt zu werden, da er dure! 
den angegebenen Saurezusatz zur neutralen Lésung immer in g 
niigender Genauigkeit erreicht wird. 

Die Berechnung des Jodgehalts erfolgt durch Multiplikation der 
Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter Thiosulfatlésung mit den 
Titer derselben und der Zah] 21,15. Da ein KJO, 6 J frei macht, ent 
sprechen 6 titrierte J einem J in der Analysensubstanz. 1 cem de 
n/1000 Thiosulfatlésung entspricht 126,92 y titriertem J und also dem 
nach 21,15 y J in der Analysensubstanz. 


B. Bestimmung des Broms und Chlors. 


Der Riickstand von der Alkoholextraktion fiir die Jod 
bestimmung wird mit Wasser ausgelaugt und das  wiisserig: 
Filtrat zur méglichsten Entfirbung mit Kohle gekocht. Dj 


Lésung wird, falls nétig, eingedampft und je nach der zu er. 


wartenden Brom- und Chlormenge auf 25 bzw. 50ccm aufgefiill: 
Das Brom kann entweder nach Guareschi bestimmt werden i: 
der Modifikation von Bernhardt und Ucko! oder auf folgend 
Weise. Von der Lésung im MeBkolben werden je nach der m 
erwartenden Brommenge 5 oder 10ccm entnommen und in einen 
Schiitteltrichter gefiillt (s.z.B. Abb. 2, welche eine Form zeigt. die 


sich bei uns fiir diesen Zweck besonders bewfhrt hat, mit Drei- 


wegehahn und Kapillare zum Ausblasen des in der AbfluBkapillar 
verbleiberiden Restes). 


Zu der Lésung im Schiitteltrichter gibt man etwa 2 ccm Chloroform, 
dann wird mit verdiinnter Salpetersiure (s. oben) vorsichtig, aber 
kraftig angesauert. Zum Schlu8 gibt man einige Tropfen Perhydro! 
hinzu, schiittelt kraftig durch, 1aBt absitzen und noch ein paar Minuten 
bei geschlossenem Stopfen stehen. Man 14Bt nun den Chloroformextrakt 
ab und verwirft die wisserige Liésung. Man lasse sich durch das fast 


1 H. Bernhardt und H. Ucko, 1. ce. 
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der ganz Farbloserscheinen des Chloroformextrakts nicht tauschen, 
, brom in einer Konzentration von etwa 0,1 mg und weniger das 

‘hloroform fast nicht mehr fairbt. Der Chloroformextrakt wird mit 
skalter 6° iger Kochsalzlésung, Temperatur héchstens 3°, wieder- 
Jt gewaschen, indem man mit je etwa 5ccem Waschfliissigkeit im 

<chitteltrichter gut durchschiittelt, absitzen 14Bt und rasch den Chloro- 

(rmextrakt ablaBt. Die Lésung darf sich hierbei nicht erwirmen, da 

wr so kalte Natriumchloridlisung kein Brom auflést . 

md bei Erwarmung sonst leicht Bromverluste ent- iyi) 

tehen kénnten. Dem Waschwasser werden nach dem ] 
\bgieBen einige Kristalle Kaliumjodid und ein paar 

jropfen Starkelésung zugesetzt zur Priifung auf noch 
orhandene oxydierende Substanzen. Bei deren Vor- 
andensein farbt sich die Lésung durch ausgeschiedenes 
lod sofort nach Umschiitteln blau. Die nach einigen 

\inuten immer einsetzende Bliuung durch den Sauer- 

soff der Luft ist dabei natiirlich nicht 

» berticksichtigen. Die Waschung des 

‘hloroformauszugs muB so oft wieder- 

olt werden, bis das Waschwasser bei 

ler Priifung keine Blauung mehr zeigt. 

Jann enthalt der Chloroformauszug 

xeinerlei oxydierende Substanzen mehr 

uBer Brom. Er wird in ein Erlen- 

neyerkélbchen gelassen und nach 

Jasatz einiger Kristalle Kaliumjodid 

nd 2 oder 3 Tropfen Starkelésung 

las ausgeschiedene Jod, das der vorhandenen Brommenge aquivalent 
st, mit 0,002 bzw. 0,001 n Thiosulaftlésung aus der Mikrobiirette 
s. oben) titriert. Da 1 Na,S,O,== 1J = 1Br ist, entspricht 1 ccm 


ler 0,001 n Thiosulfatlésung 79,9y Brom. 








nm il 
gend 
r zu 


Zur Chlorbestimmung werden jedesmal 1 cem von der wisserigen 
Lisung aus dem Me&kolben entnommen und mit Salpetersiure an- 
gesiuert. Dazu 14Bt man aus der Mikrobiirette n/100 Silbernitrat- 
»sung zuflieBen und laBt unter Zugabe einiger Tropfen Kaliumperman- 
ganatlésung (s.oben) bis zum Bestehenbleiben der Rosafarbung 
)Minuten kochen. Das iiberschiissige Permanganat wird durch 
Traubenzucker reduziert und die Lésung hierbei vollkommen entfarbt. 
Nach Zugabe einiger Kérnchen Eisenammonalaun wird der UberschuB 
les Silbers mit n/100 Rhodanammoniumlésung zuriicktitriert. Von 
ler hier gefundenen Silbermenge ist die Menge Silber, die der oben 
zefundenen Brommenge entspricht, zur Ermittlung des Chlorgehalts 
ibzuziehen. 
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424 W. Roman: 


Testanalysen. 


Die Methode wurde von uns an dem verschiedensten Material 


A. Jodbestimmungen. 

1. Analyse von Thyroxintabletten der Firma La Roche. Eine Ta}, \e+; 
Thyroxin, enthaltend 11mg Thyroxin nach Angabe der Firma, wu 
100 cem Wasser gelést. Zur Priifung der Richtigkeit wurde eine Tal 
Thyroxin unter Zugabe von Silbernitrat mit Salpetersiure verascht 
das Jod nach Volhard titriert. Es wurde, wie verlangt, ein Halogengeha!: 
65,35 °, gefunden. Da Thyroxin also 65,35°, Jod enthalt, waren i 
Lésung 653,5y Jod enthalten. Davon wurden je 10 cem = 65,35, J 
zur Analyse verwanct. In der Analyse wurden erhalten 65,4 bzw. 65,8 » .J, 
dieser Lésung wurden 5cem einer Kaliumjodidlésung zugesetzt, vor 
leem 95y Jod enthielt und das ganze auf 100 cem aufgefiillt. In dies 
100 ccm waren also 653,5 + 475 = 1128,5y Jod vorhanden. Hier, 
wurden wieder zweimal je 10 cem zur Analyse verwandt. Wiedergefun« 
wurden 112,8 bzw. 113 y Jod, statt der theoretischen Menge 112,8 y J 

3a. Zweimal je 10 ccm Blut eines normalen Menschen wurden anal ysi: 
und ergaben 1,01 bzw. 0,98 y Jod. 

3b. Gleichfalls zweimal je 10cem Blut eines normalen Mensch. 
wurden analysiert und ergaben 1,22 bzw. 1,23 y Jod. 

4. Zweimal je 4ccm einer Kaliumjodidlésung, enthaltend 9,0 y J 
wurden mit je |g jodfreier organischer Substanz (Zucker und Casei 
die von uns nach der gleichen Methode auf Halogenfreiheit gepriift word: 
waren) vermischt. Die Analyse ergab 8,9 bzw. 9,0 y Jod. 


B. Brombestimmungen. 


1. Zweimal je leem einer Kaliumbromidlésung, enthaltend je 9 
Brom, ergaben bei der Analyse 95 bzw. 95 y Brom. 

2. 5,9848 ¢ trockener Organsubstanz (pathologische Niere) wur 
nach Bernhard und Ucko*® analysiert und ergaben bei 0,3 cem von «i 
50 cem, welche die gesamte Analysensubstanz enthielten, Violettfarbiun 
entsprechend also 50y Brom. Die Niere enthielt also 8mg Brom « 
134 mg-°%% Brom. Von derselben Niere wurde die gleiche Menge nach unse: 
Methode analysiert und ergab 7,7 mg Brom oder 130 mg-°, Brom in 
Niere. 

C. Jod-, Brom- und Chlorbestimmungen. 

1. Es wurden 2,9mg Kaliumjodid, 28,15 mg Kaliumbromid ww 
156mg Kaliumchlorid und etwa 5g Zucker und etwa 5g Casein (s. 4 . 4 
in 100 cem Wasser gelést. Von dieser Lésung wurden zweimal je 5: 
zur Analyse entnommen und ergaben: 

a) 110,05» Jod, 942y Brom und 3,55 mg Chlor 
Sb) 1IG0 y »« BOy ws » mee o 


statt theoretisch: 
110.0 » , 945y ,, » 3,645 ,, Pr 


1 L. Pincussen, Mikromethodik, 4. Aufl., 1927, 5S. 168. 
2 Bernhard und Ucko, |. ec. 


2. Es wurde eine zweite Tablette Thyroxin in Wasser aufgelést. 7), 
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2. 15 bzw. 10 ccm Blut eines leichten, nicht mit Jod vorbehandelten 
ta-edowkranken wurden geschmolzen. Die Bestimmung ergab: 
a) 3,.2y Jod, 114y Brom und 60,4 mg Chlor 
”- Eie «3 IZy «s » 40,2 
las sind: 


13y-% Jod, 0.77 mg-% Brom und 403 mg-% Chlor in 100 cem. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode angegeben, um in einem Analysengang den 
Jod-, Brom- und Chlorgehalt organischer Substanz zu ermitteln. Die 
rganische Substanz wird mit Kaliumhydroxyd geschmolzen, das Jod 
iach Extraktion mit Alkohol und Oxydation mit Kaliumpermanganat 
gegen Thiosulfat titriert. Die Bromide und Chloride werden mit Wasser 
extrahiert. In einem Teile des wisserigen Extrakts wird das Brom 
iach Oxydation durch Perhydrol mit Chloroform extrahiert. Es macht 


nach Entfernung der iibrigen oxydierenden Substanzen aus zugegebenen 


Kaliumjodidkristallen die Aaquivalente Menge Jod frei, welche mit 
rhiosulfat titriert wird. Das Chlor wird durch Titration der Halogene 
m wiisserigen Extrakt und Subtraktion der vorher bestimmten Menge 
Brom ermittelt. Die Methode gestattet schnelles und verhaltnismabig 
einfaches Arbeiten. Sie geniigt den Anforderungen betreffs der Ge- 
nauigkeit und des Nachweises so kleiner Mengen der Halogene. wie sie 
m Blute und in den Organen vorkommen. 











Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. IV. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


Untersuchungen iiber den Fettgehalt der Organe. 


Von 
Eugen Zuekerstein (Moskau). 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 


In einer friiheren Arbeit aus dem Institut (1) hatte sich gezeigi 
daB bei Kaninchen unter Bestrahlung das Gesamtfett im Blutserun 
erheblich ansteigt, ebenso, wenn auch in viel geringerem Ausmal}, das 
Cholesterin. Die damals erhaltenen Werte waren an Tieren gewonne! 
worden, welche 3 Tage lang wahrend 15 Minuten mit einer Quecksilber 
Quarzlampe bestrahlt worden waren, und bei welchen das Blut an 
Morgen nach der letzten Bestrahlung entnommen worden war. 

Es stellt sich immer deutlicher heraus, daB bei den durch di 
Bestrahlung gesetztern Stoffwechselverinderungen sowohl die Daue: 
und Intensitit der Belichtung wie auch der Zeitraum zwischen Be 
lichtung und Untersuchung eine wesentliche Rolle spielt. Wir sin 
aus diesem Grunde dazu iibergegangen, die Untersuchungen nacl 
ganz bestimmten Intervallen auszufiihren, da wir hoffen, auf dies 
Weise am besten einen Einblick in die Veranderungen des Stoffwechse!: 
unter Belichtung zu erhalten. So sind die Untersuchungen von Jaco! 
iiber den Kohlehydratstoffwechsel (2) wie auch die im Erseheinen be 
griffenen von Kawakami unter genau prazisierten Bedingungen au- 
gefiihrt. 


Schon in der Arbeit von Kultjugin (1. c. 1) wurde die Frage avi 
geworfen, ob die Fettsteigerung im Blute mit einer Verminderung es 
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Fetes in den Organen einhergeht. Diese Frage sollte jetzt beantwortet 
verden. Aus déuBeren Griinden nahmen wir, da die untersuchten Tiere 

tet werden muBten, in diesen Versuchen nicht Kaninchen, sondern 
Meerschweinchen. Da wir, wie schon oben erwahnt, mit genau bestimmten 
Intervallen arbeiteten -— jedes Tier wurde 30 Minuten nach erfolgter Be- 
strahlung getétet —, erwies es sich auch erforderlich, das Blut zu unter- 
suchen, da die Befunde von Kultjugin unter anderen Bedingungen ge- 
ronnen waren. 


Es wurde so verfahren, daB die Tiere, die bei einer einheitlichen 
gemischten Kost gehalten worden waren, am Morgen niichtern bestrahlt 
wurden und 30 Minuten nach beendeter Bestrahlung getétet wurden. 
Sie wurden entblutet und dann sofort die Organe entnommen. Unter- 
sucht wurde Herz, Leber, Niere und Muskel (Oberschenkel). Die Organe 
wurden auf dem Wasserbad getrocknet und darauf nach der im 
Laboratorium itiblichen Weise im Mikrosoxhletapparat extrahiert, 
nachdem sie feucht und trocken gewogen waren. Es wurde zunachst 
auf diese Weise das gesamte mit Ather extrahierbare Fett bestimmt. 
Der gesamte Atherextraktriickstand wurde dann wieder in Ather 
gelést, ein Teil in einer Reihe von Proben verascht und darin der fett- 
lisliche Phosphor bestimmt. Ein anderer Teil der aitherischen Lésung 
wurde abgedampft, der Riickstand mit Chloroform aufgenommen und 
eine kolorimetrische Cholesterinbestimmung in iiblicher Weise an- 
veschlossen. 

Die Untersuchungen wurden im ganzen an neun Tieren ausgefiihrt, 
ind zwar dienten von diesen drei, und zwar die Tiere Nr. 1, 2 und 7 
ils Kontrollen, Meerschweinchen Nr.5 wurde 15 Minuten, Meer- 
schweinchen Nr.6 30 Minuten, Meerschweinchen Nr.3 60 Minuten 
ang bestrahlt. Meerschweinchen Nr.4 wurde an zwei aufeinander- 
folgenden Tagen je 30 Minuten bestrahlt, Meerschweinchen Nr.& und 9 
je 30 Minuten nach einer Injektion von 1 cem einer 0.2°,igen Eosin- 
isung. In einer Reihe friiherer Versuche hatte dieses Vorgehen besonders 
starke Ausschlage zur Felge gehabt. Bestrahlt wurde mit einer Queck- 
silber-Amalgamlampe bei einer Spannung von 140 Volt an der Lampe 
und 4.5 Ampere. Der Riicken der bestrahlten Tiere war 15 ccm von 
ler Lampe entfernt. 


In der nachfolgenden Zusammenstellung sind die Resultate fiir 
die einzelnen Organe, berechnet auf urspriingliches (feuchtes) Gewicht, 
msammengestellt, und zwar in vier Gruppen, deren erste die un- 
bestrahlten. die zweite die einmal, wenn auch verschieden lange be- 
strahlten Tiere, die dritte das zweimal bestrahlte Tier und die vierte 
die mit Eosin behandelten Tiere umfaBt. Die Tabellen enthalten die 
Werte fiir Gesamtatherextrakt (Gesamtfett) und Cholesterin. sowie 
ihr Verhaltnis. 





428 E. Zuckerstein : 


1. Serum. 





G > 
anon € metestesta Verhaltnis 
u 
Unbestrahlt . . . . Nr.l 0,265 0,0250 
. 0,395 0,0286 
eS 0,405 0.0400 
Mittel: 0,355 0.0312 11.3 
Bestrahit . . .« ae 0,465 0,0243 
a O.S815 0.0500 
, €@ 6,365 0.0222 
Mittel : 0,548 0,0322 17 
Mit EKosin bestrahlt Nr. 8 0,445 0,020 
«2 0.408 0.040 
Mittel: 0.427 0,030 14.2 


Es nimmt also auch hier. zum mindesten in den Durchschnitts 
werten, das Gesamtfett deutlich zu, wenn auch bei den einzelnen Tiere: 
dies in verschiedenem AusmaB geschieht. Im Cholesterinspiegel sin: 
Unterschiede nicht erkennbar. Das Verhaltnis Atherextrakt zu Cho! 
esterin nimmt infolge der Erhéhung des Atherextrakts deutlich zu 





2. Herz. 
— ( wen Verhiltnis 
Unbestrahit . . . . Nr. 1 2,29 
of ae 2.30 0,193 
rs 3,20 0,210 
Mittel: 2.60 0,202 12.9 
Bestrahit . .— =i 1.71 0,286 
a 1,40 0,152 
i. ' 1,53 0,145 
Mittel: 1,55 0,194 8.4 
Zweimal bestrahit . Nr. 4 1,66 0,237 7,0 
Mit Eosin bestrahlt — 1.70 0.388 
a 1,40 0.454 
Mittel: 1,55 0,421 3.7 


Der Fettgehalt im Herzen nimmt unter Bestrahlung sehr be 
triachtlich ab, und zwar besteht ein Unterschied zwischen der Art de: 
Bestrahlung und der Belichtung mit und ohne Sensibilisator nicht 
Anders ist es mit dem Cholesteringehalt, der bei zweimaliger Bestrahlung 
sowie nach Eosininjektion erheblich ansteigt. So erklaren sich di 
Verhiltniszahlen, die unter einfacher Bestrahlung kleiner werden 
nach Eosinbehandlung aber einen besonders niedrigen Wert erreiches 
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- Leber. 





_ Gesamttett Cholesterin . 
Lis ; Verhaltnis 
strahit . .. Nr. 1 6.51 
ae 5,77 O181 
| 6,70 0,190 
Mittel : 6.16 0,185 33 
val bestrahit . Nr. 3 2.20 0,213 
a 2.07 0,253 
a a 1,92 0,212 
Mittel : 2,03 0,226 9 
veimal bestrahlt . Nr. 4 1,58 0,225 7 
Eosin bestrahlt a i 0.91 0,295 3.1 


Auch hier findet sich eine sehr erhebliche Abnahme des Gesamt- 


Litts. getherextrakts, der bei dem zweimal bestrahlten Tiere und noch mehr 
ierey (yveim mit Eosin bestrahlten Tiere gesteigert ist. Die Werte fiir Meer- 
sing @chweinchen Nr.8 sind hier nicht mit aufgefiihrt, weil der erhaltene 
Tho). @Uesamtfettwert noch 50°, niedriger lag als beim Tiere Nr. 9 und hierbei 
. yy fon einen methodischen Fehler zu denken war. Die relative Cholesterin- 


nreicherung in der Leber wird noch weiter zu verfolgen sein, da ja 
gerade den Sterinen besondere Funktionen zukommen diirften. 








4. Niere. 
s 
Gesamtfett Cholesterin Verbiltnis 
nbestrahlt . . . Nr. 1 2,80 
_ 1.81 0,232 
a 3,14 0,184 
Mittel : 2.58 0,208 12.4 
EKinmal bestrahlt . Nr. 5 2.28 0.322 
i>: 2.57 0,287 
~ oo 2.77 0,290 
Mittel: 2.34 0,300 78 
Mit Eosin bestrahlt Nr. 9 1,29 0,135 9.6 


Die Veranderungen im Gesamtatherextrakt sind hier verhaltnis- 

maBig geringer, mit Ausnahme des Eosintieres, wobei zu bedenken ist. 

be- ff daB die Niere Ausscheidungsorgan ist und es darum wohl méglich ist 

der§daB atherlésliche Substanzen aus anderen Kérperregionen sich dort 

cht Jansammeln. Der Cholesteringehalt zeigt bei den einfach bestrahlten 

lung @ Tieren auch in der Niere eine deutliche Erhéhung, so daB der Quotient 

die §niedriger wird. Auffallenderweise ist jedoch bei dem Eosintier der 

den § Cholesteringehalt niedriger, ohne daB daraus vorliufig Schliisse gezogen 
hen | werden sollen. 
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5. Muskel. 





———— 


Gesamtfett Cholesterin : 
@ oy, Verhaltr 
Unbestrahlt . . . . Nr. l 1,03 
an 0,75 01 
ie 0.380 01 
Mitte! : 0,86 01 8.6 
Kinmal bestrahlt . Nr. 3 0,96 0,108 
» Oo 0.97 0.008 
_ 0,74 0,112 
Mittel : 0.89 0,098 i) 
Zweimal bestrahlt . Nr. 4 0,94 0,118 S 
Mit Eosin bestrahilt _ % 0,60 0,1 
i] 0,65 01 
Mittel : 0.63 01 0.65 


Es zeigt sich also, daB auch im Muskel die Fettmengen sehr weniy 
geandert sind, mit Ausnahme der erheblichen Verminderung bei de: 
Eosintieren. Andererseits ist der Chole: ringehalt praktisch tibera 
gleich, so daB die Verhaltniszahlen nur durch den Fettgehalt bestimm: 
werden. 

Es wurde auch versucht,.den Phosphatidgehalt in den verschiedene 
Organen zu bestimmen, indem, wie anfangs angegeben, ein Teil des Gesamt 
aitherextrakts verascht und in diesem Teile der Phosphor bestimmt wurd 
Die erhaltenen Resultate variierten auBerordentlich und lie8en deutlich 
Ausschlage nach einer bestimmten Richtung hin nicht erkennen. Da de: 
Grund dieses Verhaltens nicht klar ist, wird darauf verzichtet, an dieser 
Stelle die Resultate zu geben; die Untersuchung dieser Verhaltnisse wir! 
die Aufgabe weiterer Arbeiten sein. 


In friitheren Untersuchungen von Pincussen und Anagnostu (3) war 
festgestellt worden, daB beim Kaninchen langere Zeit nach wiederholter 
Bestrahlung der Gehalt an Lipase, gemessen mit Hilfe der Esterspaltung 
sinkt. Es war anzunehmen, dab das Verhalten der Esterase ebenfa|l- 
von der Dauer der Bestrahlung und der Zeit, welche zwischen b« 
strahlung und Blutentnahme verflossen ist, abhingig ist. Vor allen 
war daran zu denken, da mit der Veranderung des Fettgehalts. |» 
sonders der Verminderung in den Organen, auch eine Zunahme (es 
fettspaltenden Ferments Hand in Hand gehen kénnte. Es wuri 
darum die Tributyrinspaltung im Serum der verschiedenen Tiere nac! 
der bekannten Methode gepriift, indem 50 ccm gesattigter Tributyrin 
léisung mit 2cem m/3 Phosphatpuffer pq 6.98 gemischt und hierzu 
0,5cem einer zehnfachen Verdiinnung des Meerschweinchenserum- 
zugefiigt wurden. Die benutzte Tropfpipette ergab fiir Wasser 
102 Tropren. In der nachfolgenden Tabelle sind die Tropfenzahlen 
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verschiedenen Zeiten und in einer besonderen Rubrik die Zeit, 
he bis zur Spaltung ungefahr der Halfte des zugesetzten Tributyrins. 
bis zur Erreichung einer Zah] von 126 Tropfen erforderlich ist 


cvegeben 





Troptenzah! nach Minuten Halbe Spal- 
tung nach 
10 Pt w a) 5 Min 


estrahlt > is 149 145 139 131 37 
d 159 146 140) 133 2% 38 

151 142 134 126 30 

nal bestrahit . . ‘ 149 124 114 106 y 
5 150 132 116 105 i4 

151 139 128 120 21 


veimal bestrahlt . 150 142 133 127 «#118 2 31 


lit Kosin bestrahlt 149 133 119 109 103 ) 
151 145 125 109 105 ”) 


Es ergibt sich also eine aeutliche Vermehrung des esterspaltenden 
ferments im Blute bei den bestrahlten Tieren, die nur bei dem zweimal 
estrahiten Meerschweinche:. Nr. 4 fehlt. Wir sehen hierin vielleicht 
inen Ubergang zu den oben genannten Alteren Untersuchungen. bei 
lenen eine Abnahme der lipolytischen Fahigkeit festgestellt wurde 
Die Dauer der einmaligen Belichtung scheint einen wesentlichen Unter- 
chied nicht zu machen, da die Esterspaltung bei dem 15 und 60 Minuten 
estrahlten Tiere gleich groB war und das wahrend 30 Minuten bestrahite 
lier eine etwas geringere Spaltung zeigte. Es liegt nach diesen Ergeb- 
iissen, verglichen mit denen des Fettgehalts der Organe. durchaus 
m Bereich der Méglichkeit, daB zwischen dem Fettverlust in Herz 
ind Leber und der gesteigerten im Serum nachgewiesenen fettspaltenden 
Fahigkeit Beziehungen bestehen. Untersuchungen iiber den Gehalt 
von fettspaltendem Ferment in den Organen belichteter Tiere sind 
m Gange 

Literatur. 

1) A. Kultjugin, diese Zeitschr. 186, 36, 1927. 2) Dorothee Jacoby, 
bendaselbst 195, 449, 1928. 3) L. Pincussen und Anagqnostu, eben- 
aselbst 128, 268, 1922. 








Untersuchungen iiber den Ionengehalt von Mutter und Frucht, 


Von 
Shigeru Hayashi. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhaus. 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 


Uber den Mineralbestand beim wachsenden Organismus, ins 
besondere im Verhaltnis zur Mutter, ist wenig bekannt. Zwar sin 
Bilanzversuche am trachtigen Menschen und Tier in ziemlich grober 
Zahl ausgefiihrt worden (1). Uber den Phosphorgehalt des Blutes 
liegen Versuche von Hess und Matzner (2) sowie von de Wesselow 
vor, die wahrend der Trachtigkeit den anorganischen Phosphor norma 
fanden. Der Calciumgehalt des Blutes ist bei Graviden nicht vermindert 
Nach der Angabe einer Reihe von Autoren findet sich sogar eine gewiss 
Zunahme des Blutkalkes, Was nicht weiter wunderbar erscheint. «a 
das Blut der Transportweg ist, der wahrend der Schwangerschaft 
dauernd Calcium zur Frucht beférdert: die Menge kann also, wenigstens 
in gewissen Perioden, gréBer sein als unter gewéhnlichen Umstanden 
Plass und Bogert (4) fanden dagegen ein geringes Absinken der Kalk 
werte des Blutes gegen das Ende der Graviditat. Was das Magnesium 
betrifft, so sind die Abweichungen ziemlich gering und liegen in der 
gleichen Richtung wie bei Calcium. 

Weniger Angaben finden sich iiber den Mineralgehalt der ganz: 
Tiere, ihrer einzelnen Organe sowie der Friichte. Die von Ehrenberg (5 
seinen Altersuntersuchungen angegebenen Werte sind kaum verwert)har, 
da sie auBerordentlich wechseln und auGBerdem vielfach absolut viel 
hoch liegen. Was den Mineralgehalt in menschlichen und tierischen Organe: 
wahrend der Schwangerschaft betrifft, so wurde nach Untersuchungr 
verschiedener Autoren (6) der Kaliumgehalt der menschlichen Leber 
ungefahr 170 mg-°,, der Caleiumgehalt zu 7 bis 21 mg-°,, der Magnesiu: 
gehalt zu 29 mg-°;. bezogen auf feuchte Organe, gefunden. Im Herze 
sind die entsprechenden Werte zu 161, 8 bis 20 und 29 mg-°,, angegeber 
Fiir den Mineralgehalt menschlicher Foéten bestehen Untersuchung: 
von <Autenrieth und Quantmeyer (7), sowie von Morris und Macleod (> 
Es schwankt danach bei menschlichen Féten der Kaliumgehalt zwisc}! 
240 und 189 mg-®, K,O, ohne da® zwischen den Friichten von 4 Monat: 
und eben ausgetragenen Sauglingen wesentliche charakteristische Unt 
schiede bestéanden. Der Gehalt an CaO betragt nach denselben Auto: 
bei einem Alter der Frucht von 3 bis 4 Monaten 410 mg-®%, bei 6 
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“Monaten 800 bis 900 mg-°,, bei ausgetragenen Friichten 1400 mg-). 
\Magnesiumgehalt betragt im Alter von 3 bis 7 Monaten 30 bis 40 mg-°,, 
| erreicht bei der ausgetragenen Frucht 40 bis 50 mg-°,. Vel. hierzu 

re Literatur bei Aron-Gralka (9). 

Es ist wohl denkbar, da der miitterliche Organismus, welcher 
is seinem eigenen Bestande, wenn auch schlieBlich aus der auf- 
gnommenen Nahrung, der Frucht die fiir ihr Wachstum nétigen 
testandteile liefern mu, selbst eine Anderung seines Bestandes an 
lichen Bestandteilen erleiden kann. Da der Mineralstoffwechse] fiir 
ius Leben eine sehr wichtige Rolle spielt — eine viel gréBere als man 
friiher annahm , kénnten Verschiebungen im lonenhaushalt zur 


frklarung der vielfach wihrend der Graviditat beobachteten Stérungen 
erangezogen werden. Um diese Frage zu priifen, wurden nichttragende 
nd trachtige Ratten, ebenso wie ihre Friichte und eben ausgetragene 
inge auf ihren Gehalt an Kalium, Calcium, Magnesium, in einzelnen 
fallen auch Phosphor, untersucht. Bei den ausgewachsenen Tieren 


eschrankten wir uns auf Herz, Leber und Femur. 
Die Versuchsanordnung war dementsprechend einfach 


Eine Anzahl weiblicher Ratten wurde bei gewéhnlicher, gemischter 
Kost gehalten. Zum Versuch wurden sie durch Nackenschlag und darauf- 
gende Entblutung getétet, sofort seziert und die Embryonen, sowie 
genannten Organe zur Untersuchung herausprapariert. Die Organe 
uwden blutfrei gemacht, der Femur vom anhaftenden Gewebe gesiubert. 
lie gewogenen Stiicke wurden mit rauchender Salpetersdiure tibergossen 
nd dann, wie in der Mikromethodik von Pincussen beschrieben, unter 
lusatz von Wasserstoffsuperoxyd verascht. Die Embryonen wurden zu 
ehreren, je nach der GréQGe, in gleicher Weise behandelt, und zwar wurden 
ier mehrere Ansitze gemacht. AuBer dem Gewicht wurde auch die Lange 
er Féten festgestellt, um daraus einen Anhalt fiir ihr Alter zu bekommen, 
as ziemlich genau méglich ist. Im iibrigen war der Analysengang 
er im hiesigen Institut tibliche: er folete den Angaben der .,Mikro- 
ethodik“. 

Die nachfolgenden Tabellen geben die auf 100 g feuchte Substanz 
erechneten Werte von Kalium, Calcium, Magnesium und in einzelnen 
Fallen von Phosphor 

A. Nichttragende erwachsene Ratten. 
Tabelle 7. Leber. 





Mittelwert 
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Tabelle Il. Herz. 

















Ratte K Ca Mg 
Nr. mg mg mg 
| 276 21.5 6.6 
2 211 18.0 6.0 
3 258 18,1 4.9 
4 231 22.7 5.5 
5 241 16,1 5.0 
Mittelwert: 244 19.3 5.6 
Das Verhaltnis K zu Ca ist bei der Leber 42, beim Herzen 
a i‘ 1.6, 
Zr 
Tabelle IlI. Femora. lage 
Ratte Ca Mg P.O; Rat 
Nr. r mg n 3 16 
E1 
1 13,76 55.5 5.96 rch 
2 12,97 52.6 ),87 en gr 
3 13.89 56.1 6,10 ch } 
4 13,96 D0, 6.51 p 
5 12.90 53.7 6,89 
. 2 - 7 e tre 
Mittelwert : 13.50 53,6 6,27 
is L 
B. Triichtige, erwachsene Ratten. ne § 
Tabelle IV. Leber. bent 
ndere 
Ratte a Ca Mg hal 
Nr. mg mg mg 
» de 
i 309 8,7 5,1 orde 
12 361 91 5,8 nder 
13 306 6.4 5.0 : 
14 356 6,9 34 der 
15 255 5.9 5.8 ihre 
16 331 7.3 6.6 | 
Mittelwert : 339 7.4 5.6 Wg 
Tabelle V. Herz. 
Ratte K Ca Mg 
Nr. mg mg meg Fotu 
Nr 
11 232 23.2 6.0 
12 259 24.0 7.5 11 
13 318 19,7 7.3 12 
14 302 24,8 6,2 13 
15 228 27,1 6.3 14 
16 265 27.5 6.9 15 
16 
Mittelwert : 267 24.4 6.7 phe 
Das Verhaltnis K zu Ca war bei der Leber 46, beim Herz 10,9 = 
” ” Ca Mg » » 0 1a, on 
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Tahbelle VI. Femora. 





Ratte ; Mg P,Os5 
Nr. : mg mR 


1] 3, 56,0 7,06 


12 5,5. 55,5 7,41 
13 3,12 44,1 6,73 
14 2. 52,7 6,73 
15 Xr 56,2 6,90 
16 3, 59,0 6,80 


Mittelwert : 3,7 53,9 6,94 


Zu Ratte Nr. 1] gehérten Féten von 10 mm Lange im Alter von etwa 
lagen, zu Ratte Nr. 12 solche von 17 mm im Alter von etwa 12 Tagen, 
Ratte Nr. 13 solche von 33 mm Lange und von etwa 18 Tagen, Nr. 14 
s 16 solche von 35 bis 38 mm 1 bis 2 Tage vor der Geburt. 

Erwahnt sei schlieBlich noch, daB bei den erwachsenen Tieren der 
wehschnittliche P,O,-Gehalt in der Leber 0,74% (0,67 bis 0,88°,), bei 

en graviden Tieren 0,76 °,, (0,62 bis 0,78 °%) betrug, so daB ein Unterschied 
wh hier nicht bestand. 

Die Zusammenstellung dieser Zahlen ergibt mit Sicherheit, dab 
e trachtigen Ratten bei gewéhnlicher, zureichender Kost kein Calcium 
is Leber und Herz an die Jungen abgeben, da sogar im Herzen 
ne gewisse Zunahme festzustellen ist. Die Werte des Calciums und 
enfalls des Magnesiums im Knochen bleiben durchaus gleich. Etwas 
nderes ist es mit dem Kalium. Hier nimmt in Herz und Leber der 
ehalt bei den trachtigen Tieren etwas zu, so daB der Quotient K : Ca 
» der Leber etwas erhéht ist. Es ist, wie an anderer Stelle ausgefiihrt 
orden ist, nicht unméglich, daB durch diese Verschiebung gewisse 
inderungen im Stoffwechsel eintreten. Immerhin sind die Bestands- 
nderungen recht geringfiigig, so daB an ein Notleiden der Muttertiere 
ihrend der Graviditat nicht zu denken ist. 

Tabelle VII gibt die Analysen der ganzen Féten, ebenfalls auf 
\)g¢ feuchter Substanz bezogen. 


Tabelle VII. 





Lange Ca ] Verhaltnis 
K: Ca 


mm mg 


10 15,4 

17 : 31,3 

32 135 

35 

36 24! 174 

38 238 214 
ausgetragen 
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Die Tabelle zeigt sehr klar die Zunahme des Ca im wachsen; 
Fétus. Kurz vor der Geburt wird ein Wert erreicht, der dann ungefi} 
konstant bleibt und, wie die Versuche bei den Tieren Nr. 23 bis 2 
zeigen, nur in sehr geringen Grenzen variiert. Das gleich 
iibrigens fiir den Phosphorgehalt, der hier nicht naher ausgefiihr; 
wird: er eilt sogar in seiner GréBe dem Ca etwas voran und ist sch) 
beim 32mm langen Embryo 0,397 g-°,, wihrend im Durchsehnir 
der ausgetragenen Tiere der P,O,-Gehalt 0,425 g-°,, betriigt. Da <j 
Phosphor in der Gesamtasche bestimmt wurde und eine Trenny 
in anorganischen und organischen Phosphor nicht gemacht wurde. js 
es wohl denkbar, daB verschiedene Erscheinungsformen des Phosphor 
in den verschiedenen Stadien vorliegen. Die Relation K zu Ca nimm 
im wesentlichen der Zunahme des Ca folgend, bei den Friichten yoy 
21 bis auf 1,11 ab; bei den ausgetragenen Tieren bleibt sie auf ungefi! 
dem gleichen Niveau konstant. 


Zusammenfassung. 


Bei geniigender Ernahrung bewahrt der miitterliche Organismus 


nach Versuchen an Ratten — in Leber, Herz und Knochen seine 
Bestand an K, Ca, Mg und P,O;. Die Relation K : Ca erhéht sich 
der Leber um héchstens 10°,,, also kaum iiber die Fehlergrenze. s\ 


nimmt im Herzen infolge Erhéhung des Ca-Gehalts etwas ab. LD) 
Knochen bewahren genau ihren Gehalt an Calcium und Magnesiw 
Das Verhaltnis Calcium zu Magnesium ist in der Leber der trachtigs 
Tiere gegeniiber den Normaltieren etwas vermindert. Die Zusamme: 
setzung der Embryonen ist von einer GréBe von 17 mm ab, also ungefali 
vom 12. Tage an, beziiglich des Kaliums und Magnesiums kaum ver 
andert. Nur in der friihesten Periode sind die Werte etwas héher. Dy 
Menge des Calciums wiachst naturgemaiB mit der Bildung des Knochen 
geriistes und erreicht kurz vor der Geburt ihren Héhepunkt. Dy 
Phosphorwerte nehmen mit der Entwicklung ebenfalls zu: der fiir di 
ausgetragenen Tiere gefundene Wert wird jedoch weit. friither erreiclt 
als der schlieBliche Wert des Calciums. 


Literatur. 


1) L. Zuntz, Handb. d. Biochem. 7, 116ff. 2) Hess und Matz 
Amer. Journ. dis. childr. 26, 285, 1923. 3) L. K. de Wesselow, Lancet 2 
163, 1923. 4) E. D. Plass wnd L. I. Bogert, Amer. Journ. of obstrtr. 6. 
427, 1923. 5) R. Ehrenberg, diese Zeitschr. 164, 175, 1925. 6) A? 
Gralka, Tabulae biolog. 3, 378 ff. 7) Autenrieth und Quantmeyer, Miu 
med. Wochenschr. 1921, S. 1007. — 8) Morris und Macleod, Journ. of | 
Chem. 50, 65, 1922. 9) Aron und Gralka, Tabulae biolog. 3, 380. 
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i‘ber den Nachweis des Vitamins A. 
Von 
H. Steudel. 


s dem physiologisch-chemischen Institut der Universitét in Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wer heute Untersuchungen iiber den Gehalt einer Substanz an 
Vitamin A anstellen will, sieht sich einer langwierigen Aufgabe gegen- 
iber. Man ist darauf angewiesen, junge wachsende Ratten bei einem 
vitaminfreien Futter zunichst so lange zu halten, bis keine Gewichts- 
mnahme mehr eintritt. Diese Vorperiode dauert gewohnlich 3. bis 
t Wochen; erst dann kann der eigentliche Versuch und die Priifung 
ler zu untersuchenden Substanz beginnen. Das dauert auch meist 
| bis 2 Monate. So kann man etwa in 3 Monaten ein Urteil iiber den 
Vitamingehalt einer Substanz erhalten. Die quantitative Bestimmung 
nach dieser Methode ist noch viel schwieriger ; man muB fallende Mengen 
ler Substanz an eine gréBere Anzahl Ratten verfiittern und sehen, 
bei welcher Mindestzulage noch ein normales Wachstum miéglich ist 
Dann kann man schitzungsweise den Vitamingehalt mit demjenigen 
wnerkannt guten Lebertrans oder guter Meiereibutter vergleichen. 
Eine so langdauernde Untersuchungsmethode ist besonders dann sehr 
hinderlich, wenn man einzelne Fraktionen einer laufenden Arbeit auf 
ihren Vitamingehalt untersuchen will. 

Es ist begreiflich, daB man unter diesen Umstianden sich schon 
lange bemiiht hat, ein kiirzeres Verfahren ausfindig zu machen, das 
auch ziffernmaBige Resultate zu liefern imstande ist 

Da bei der Aufarbeitung vitaminhaltiger Produkte sich das 
Vitamin A im Unverseifbaren der Fette, in der Cholesterinfraktion, 
anhiuft, so lag es nahe, Farbreaktionen aufzusuchen, die in gewisser 
Beziehung zu den bekannten Farbreaktionen des Cholesterins standen. 
Von Salkowski' ist schon 1887 gelegentlich einer Untersuchung ver- 


1 Zeitschr. i. analyt. Chem. 26, 557, 1887. 
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schiedener Trane mitgeteilt worden, da bei Anstellung seiner |). Re)'@! 
kannten Reaktion sich das Gemisch von Chloroformlésung und Schwefe|. JP"! 
saure beim Schiitteln zuerst violettblau farbt, um dann erst eine Pury B 
farbe anzunehmen. Salkowski konnte schon damals feststellen, da) fe 2° 
das reine Cholesterin nach dem Umkristallisieren aus heiBem Alkoh tA 
die typische Reaktion mit Schwefelsiure gab, ohne eine Spur voy fps ‘'t 
Blaufirbung zu Beginn des Versuches. Liste er aber nach der Ver. fp! ci 
seifung den beim Abdestillieren des Atherauszugs bleibenden Riickstan fF" Pt 
in Chloroform, so erhielt er eine goldgelbe Lésung, die sich bei Zusat, fe!" 


von Schwefelsiure prachtig indigoblau farbte. Die Firbung verschwinde: fie" | 
aber sehr schnell und macht der typischen Cholesterinfarbe Plat: f}!>- 
Salkowsky bezieht diese Blaufarbung mit Schwefelsiure auf ein Lipo. fh lg 


chrom, das er nicht weiter untersucht hat. Er findet die gleiche Reaktico, [Ru £e% 
bei einem Palmdl. n k 

Als es sich im Laufe der neueren Untersuchungen iiber Vitamin 4 _ 
immer deutlicher herausstellte, daB man es in der Cholesterinfraktio: ff” 
stark anreichern konnte, hat man versucht, diese schnell verginglich: ff" ‘ 
blaue Farbreaktion mit neuen Reagenzien zu verschirfen. So habe Mm 
Drummond', Coward und Handy empfohlen, eine Lésung von Arse: ~ 
trichlorid in Chloroform zur Hervorrufung dieser blauen Farbreakt i: = 


zu benutzen. Statt des Arsentrichlorids haben Price und Carr? da- 
Antimontrichlorid, in Chloroform gelést, vorgeschlagen. Mit beide: 
Reagenzien erhalt man in der Tat sehr schéne Farbungen. Der Vort« 
des Antimontrichlorids liegt darin, daB es nicht so empfindlich gege: 
einen Wassergehalt der zu untersuchenden Substanz ist. Die zuers 
entstehende tiefe blaue Farbe verschwindet aber auch bei diese: 
Reaktionen im Laufe einiger Sekunden, um der typischen roten Ch 
lesterinfarbe Platz zu machen. 


Sze2see 


Als MaB der Farbintensitat hat man die Skala des Lovibondsch« 
Tintometers vorgeschlagen, nach einem bestimmten Schema abgestuf' 
gefarbte, numerierte Glasplatten. Man muf sehr viele Versuche hinter 
einander anstellen, bis man al!mahlich an das Maximum der Intensiti' 
herankommt und die richtigen Glaser wahlen kann.  Gelegentli 
eines Versuches, in dem wir* verschiedene Konzentrationen eine: 
Tranpraparats kolorimetrisch nach Price und Carr und gleichzeity 
biologisch im Fiitterungsversuch untersuchten, war uns schon au! 
gefallen, daB erstens die kolorimetrischen Werte in keinem einfach 
Verhaltnis zu der Konzentration standen, und da8 zweitens die Resultat: 
der Fiitterungsversuche nicht zu den kolorimetrisch erhaltenen Werte: 
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‘ Biochem. Journ. 19, 1068, 1926. 
2 Ebendaselbst 20, 497, 1926. 
3’ H. Steudel und E. Peiser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 191, 192 
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‘en. Schon damals erschien es uns zweifelhaft, ob die Farbreaktion 
haupt etwas mit dem Vitamin A zu tun habe 
Bei der weiteren Untersuchung dieser Verhiltnisse habe ich nun 
legentlich Substanzen gefunden, die gar keine blaue Farbreaktion 
t Antimontrichlorid gaben, trotzdem aber sich im Fiitterungsversuch 
s vitamin-A-haltig erwiesen haben. Diese Resultate konnten immerhin 
if einem Zufall beruhen; in der letzten Zeit nun habe ich wieder solch 
Priparat in Handen gehabt, das in oft wiederholten Versuchen 
ne Spur von Blaufarbung mit Antimontrichlorid zeigte. Die mit 
Priparat im Fiitterungsversuch erhaltenen Kurven (Nr. 1154, 
|55, 1156, 1157) zeigen aber, dab die Substanz geniigend vitamin- 
baltig war, um wachsenden jungen Ratten ein normales Wachstum 
: gewahrleisten. Die Tiere waren tadellos im Fell, zeigten keine Spur 
n Keratomalacie und unterschieden sich tiberhaupt in nichts von 
rmalen Tieren. Etwa mdégliche Irrtiimer habe ich, so gut ich konnte, 
iszuschalten versucht. So zeigt Kurve Nr. 1172 die Gewichtsverhalt- 
sse eines Tieres, das zu seiner vitaminfreien Kost taglich eine Zulage 
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von 2 g vitamin-A-freien Fettes erhielt ; das Tier hat dauernd an Gey 
abgenommen, hat eine Keratomalacie bekommen und ist nach 15 Tay 
eingegangen. Ein anderes Tier erhielt taglich eine Zulage von (5, 
Butter (Nr. 1158). Dieses Tier hat sich véllig normal entwickelt 

Aus diesen Versuchen ergibt sich mit Sicherheit, daB es Substanz 
gibt, die keine blaue Farbreaktion mit Antimontrichlorid geben. «\ 
aber trotzdem vitamin-A-haltig sich im Fiitterungsversuch erweis 
Wenn dies der Fall ist, verliert die Reaktion von Price und Carr zy 
nicht ihren Wert als vorliufig orientierende Reaktion auf Vitamin 4 
man darf aber bei negativem Ausfall der Reaktion nun eine Substa; 
nicht gleich als frei von Vitamin A bezeichnen; um das zu behaupt 
mu immer erst der biologische Fiitterungsversuch angestellt werd 
Eine quantitative Bedeutung kommt nach dem Gesagten der Reakti, 
von Price und Carr natiirlich nicht zu. 
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Zur Bestimmung der Liivulose im Harn. 


Von 
(. 1. Kruisheer. 
\us dem Laboratorium des Nahrungsmittelamtes in Alkmaar (Holland).] 


(Eingegangen am 26. Januar 1929.) 


Bisher lieferte die quantitative Bestimmung der Livulose im 
Harn, wenigstens bei mdéglicher Anwesenheit zu gleicher Zeit von 
Dextrose (was wohl fast immer der Fall ist), grobe Unsicherheit. 


Spaeth* sagt: ,,.Nach meinen Erfahrungen ist eine genaue Trennung 
ler beiden Zuckerarten im Harn zurzeit mit Sicherheit nicht mdglich*. 
jie am meisten bekannte Methode fiir diesen Zweck ist wohl die, welche 
on Lohnstein®? angegeben wurde, und welche auf der gleichzeitigen Be- 
tummung von Polarisation und Garung (oder Reduktionsvermégen) des 
Harns basiert. Mit Hilfe der Drehungskonstanten der Dextrose und det 
Avulose kann man aus diesen Bestimmungen die Prozentzahlen der beiden 
Juckerarten leicht berechnen. Selbstredend wird dabei jedoch angenommen, 
a8} andere die Polarisationsebene drehende, Stoffe nicht anwesend sind?®. 

Eine kolorimetrische Methode von van Creveld* zur Bestimmung des 
Lavulosegehalts im Blute, beruhend auf der Jollesschen Probe (Kochen 
iit Diphenylamin und Salzsiure), zeigte sich fiir die Untersuchung des 
larns nicht brauchbar®. 


In diesem Zusammenhang scheint es mir von Bedeutung zu sein, 
lie Aufmerksamkeit auf eine Methode zur Bestimmung der Livulose 
u lenken, deren Prinzip von Kolthoff* angegeben wurde und welche 
on mir? naher ausgearbeitet wurde fiir die Untersuchung von zucker- 
altigen Gemischen. 


' Die chemische und mikroskopische Untersuchung des Harns, 5. Aufl., 
‘. 337. Leipzig 1924. 

* Pharm. Ztg. 58, 220, 1913. 

3S. auch Hymans van den Bergh, Voordrachten over suikerziekte, 
‘. 166. Utrecht 1925; W.L. Ladenius, Functieproeven mit laevulose bij 
wangeren, Diss. Amsterdam 1927, 8. 22. 

* Neder]. Tijdschrift voor Geneesk. 70, 2781, 1926. 

5 Siehe Ladenius, |. c. 

® Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBm. 45, 146, 1923; Pharm. Weekbl. 60, 
401, 1923. 

7 Chem. Weekbl. 23, 431, 1926. 
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Diese Lavulosebestimmung griindet sich darauf, daB durch Zu 
von einem Uberschu8 an Jod in alkalischer Lésung alle Aldosen (Dextros 
Lactose usw.) in kurzer Zeit vernichtet werden, wahrend unter dicse 


Bedingungen die Livulose praktisch quantitativ (iiber 99°.) geschon: 
bleibt. Nach der Jodbehandlung und genauer Entfernung des u 
verbrauchten Jods kann dann die Livulose in bekannter Weise titr 


metrisch bestimmt werden. 

Im voraus will ich hervorheben, dab diese Livulosebestimmu 
nicht bloB aufgefabt werden soll als eine Variation der De rtrose-( Aldos« 
Bestimmung von Romijn', wie diese von Willstdtter und Schudel? w. 4 
niher ausgearbeitet wurde. Wie van Creveld® mit Recht anfiihrt 
enthilt das Blut (und auch der Harn) erhebliche Mengen von Stoffe: 
welche in alkalischer Lisung Jod verbrauchen, so daB die Romijn 
Willstdttersche Methode einen zu hohen Dextrosegehalt ergibt (i: 
normalem Harn fand ich auf diese Weise 0.6°,, Dextrose). 

DaB die Lévulosebestimmung nach obengenanntem Prinzip jedoc! 
gute Ergebnisse liefert, beruht auf dem Umstand, da eben dies 
stérenden Stoffe, zugleich mit der Dextrose, zuavor von dem zugesetzte 
Jod vernichtet werden und nachher erst das Reduktionsvermégen de: 
Fliissigkeit bestimmt wird. Die bei der Aldosebestimmung stérend« 
Stoffe stéren in diesem Falle also nicht. 

Diese Methode lieferte mir denn auch vorziigliche Resultate unter 
der Bedingung, dab untenstehende Vorschrift genau befolgt wird. 


Vorschrift. 


In einen 100-cem-Mabkolben pipettiert man 10 cem Harn, der 
héchstens 3°,, Gesamtzucker enthalten darf. (Harne mit héherem 
Zuckergehalt werden vorher entsprechend verdiinnt*). Man versetzt 
mit 30cem Wasser und S5cem 4n Natronlauge und laBt daraui 
16 cem Jodlésung schnell zuflieBen (+ 1 n, hergestellt durch Lésen vor 
13g Jod und 15g KJ zu 100cem), oder so viel mehr dieser Jodlésung 
als erforderlich ist, um bleibend die braune Farbe des Jods zu erhalten 
Nach 5' bis 7 Minuten langem Stehen fiigt man 3ccm 4n Schwefe! 


' Zeitschr. f. analyt. Chem. 36, 349, 1897. 

2 Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch. 51, 780. 1918. 

3 Nederl. Tijdschrift voor Geneesk. 70, 2782, 1926. 

* Auch bei méglicher Anwesenheit von vielen anderen Stoffen (Eiwe 
und dergleichen) wird man es vorziehen, den Harn zu verdiinnen, we 
sonst die zugesetzte Menge Jod und Lauge ungeniigend ist fiir eine vi 
standige Oxydation und ein Reduktionsvermégen iibrigbleiben  wiir:: 


welches man falschlich als Livulose berechnen wiirde. Daher empfiehlt e- 


sich, bei positivem Lévulosebefund die Bestimmung mit einer kleinere! 
Menge des Harns zu wiederholen; auf das Resultat mu dies ohne Einflu 
sein, sonst ware die verwendete Menge zu grob. 
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sure hinzu; darauf nimmt man das tibriggebliebene Jod fort mit 
»”)°.iger Natriumsulfitlésung (20g Na,SO,, 7H,O zu _ 100 ccm), 
vis die Fliissigkeit noch eben gefarbt ist (gewéhnlich sind hierfiir 6 bis 
i0cem erforderlich). Dann entfernt man die letzten Jodreste, nach 
Hinzufiigen von 4 bis 5 Tropfen 2° iger Starkelésung, erst mit der 

igen, schlieBlich mit einer 2°,igen Natriumsulfitlésung. Ist etwa 

wenig zuviel Sulfit zugesetzt. so kann dieses beseitigt werden 

n Jod und schlieBlich mit n/10 Jodlésung. Diese Entfdrbung mu 
lie Schairfe einer Titration haben, was sehr leicht geht'. Darauf versetzt 
man mit einigen Tropfen Methylorange und neutralisiert die Lésung 
beinahe (bis schwach sauer) mit 4n Natronlauge (etwa 2 ccm) und 
fillt bis zur Marke auf. 


In der so erhaltenen Lésung, welche also von Dextrose und anderen 
Aldosen und ebenso von mehreren anderen stérenden Stoffen befreit 
st, bestimmt man die Liavulose mittels des Reduktionsvermégens 
gegen Fehlingsche Lésung. 


Bemerkungen. 


Um die angegebenen Mengen der Reagenzien mit der erfordenlichen 
Genauigkeit bemessen zu kénnen, sind MeBzylinder nicht geeignet; 
man gebrauche hierzu MeBbpipetten (Pipetten mit Dezimalteilung). 
Die braune Farbe soll wahrend der 5 bis 7 Minuten deutlich erhalten 
bleiben; verschwindet die Farbe, so soll diese durch Zufiigung kleiner 
Mengen Jod wieder hergestellt werden. Die Sulfitlésungen (namentlich 
lie 2°. ige Lésung) sollen jedesmal frisch bereitet werden, weil der 
Gehalt schnell zuriickgeht. Ein wahrend der Ausfiihrung (Jodo- 
form usw.), bisweilen entstehender Niederschlag braucht nicht ab- 
filtriert zu werden, weil dieser auf das Reduktionsvermégen keinen 
merklichen Ejnflu8 hat. Der Harn braucht vor der Untersuchung nicht 
von Eiwei8 und dergleichen befreit zu werden. Fiir die Bestimmung des 
Reduktionsvermégens sind, wie bekannt, mehrere Methoden gebrauch- 
lich, welche jedoch fiir unseren Zweck (wegen der Anwesenheit der 
verschiedenen zugesetzten Reagenzien) wohl nicht alle geeignet sind. 
\ls sehr brauchbar hat sich jedoch die Methode von Lehmann® erwiesen, 


wie diese umgearbeitet wurde von Schoorl?. 


1 Bisweilen, bei diabetischen Harnen, geschieht es, dai nach der 
Entfarbung die blaue Farbe wiederkehrt. In diesem Falle la8t man die 
Lésung einige Zeit stehen, um darauf endgiiltig zu entfarben. 

2 Arch. f. Pharm. 247, 516, 1909. 

3 Zeitschr. f. angew. Chem. 12, 633, 1899; Schoorl und Regenbogen, 
Zeitschr. f. analyt. Chem. 56, 191, 1917. Eine grundsatzliche Umarbeitung 
lieser Methode wurde neuerdings von Schoorl veréffentlicht : Chem. Weekbl. 
26, 130, 1929. 
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Hierzu werden in einen Erlenmeyerkolben von 200 cem nici 
einander pipettiert: 10cem Kupfersulfatlésung (69.28 ¢ im Lite; 
1Q0ccem alkalische Seignettesalzlésung (346 g Seignettesalz und |i, 
NaOH im Liter) und dann eine bekannte Menge der zu untersuchende; 
Zuckerlésung. In unserem Falle nimmt man 25 cem der mit Jod by 
handelten Lésung (nur bei sehr hohem Lavulosegehalt eine kleiner 
Menge). Dabei soll immer die hier angegebene Reihenfolge innegehali: 
werden; man fiige z. B. nicht die Kupfersulfatlésung zu der jodi 
haltigen Lésung. weil in diesem Falle ein Niederschlag von CuJ en: 
stehen wiirde, der fast nicht wieder in Lésung zu bekommen ist. Nac! 
Hinzufiigen von so viel Wasser, dab das Volumen 50 ccm betriigt 
diesem Falle also 5cem), wird in 3 Minuten zum Sieden erhitzt un 
wihrend genau 2 Minuten im Sieden erhalten, auf einem Drahtnet 
bedeckt mit einer Asbestscheibe, versehen mit einer runden Offnuny 
in der der Kolben schlieBt; sodann wird schnell gekiihlt, versetzt mi 
2 g Kaliumjodid, darauf mit 15 cem 4 n Schwefelsaure und unmittelbs 
titriert mit n/10 Thiosulfatlésung: am Ende der Titration wird Stark: 
lisung zugegeben als Indikator. 

Kin Leerversuch wird angestellt mit denselben Mengen Fehling sch. 
Lésung — 30 ccm destillierten Wassers. Aus der Differenz der beide: 
Titerzahlen, entsprechend dem Reduktionsvermégen der Lésung 
wird die darin vorhandene Menge Lavulose berechnet mit Hilfe dk 
Tabelle von Schoorl (1. c.). 

Mit einiger Annaiherung kann man | ccm verbrauchter Thiosulfat 
lisung gleich 3.5 mg Lavulose setzen. 

Der Lavulosegehalt wird schlieBlich auf den urspriingliche 
Harn umgerechnet?. 

Zur Bestimmung der Dextrose und der Lavulose nebeneinande 
bestimmt man auBer dem Lavulosegehalt auch den Gesamtzucke: 
mittels des Reduktionsvermégens oder durch Garung nach einer de: 
bekannten Methoden. Bei untenstehenden Bestimmungen ist di 
Schoorlsche Methode (1. ¢.) benutzt worden. Die Differenz zwische: 
Gesanstzucker und Liavulose ist dabei als Dextrosegehalt angenomme! 

Wie aus nachstehender Tabelle hervorgeht, liegt der Fehler « 
neuen Liavulosebestimmung innerhalb 0.05°,. Die entsprechende: 
Zahlen, gefunden aus Polarisation und Reduktionsvermégen nach de: 
Berechnungsweise von Lohnstein, waren im allgemeinen ein wen 


! Ebenfalls brauchbar fiir diesen Zweck erwies sich die (Makr 
Methode von Bang (diese Zeitschr. 49, 1, 1913), nur sollte die von ilu 
angegebene Dextrosetabelle fiir genauere Bestimmungen von Lavulos 
wohl einer kleinen Abanderung unterzogen werden miissen. Nicht brauchha 
jedoch sind die gewichtsanalytischen Methoden, weil die anwesenden Salz 
einen Teil des Cu,O in Lésung behalten. 
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her; vermutlich aber wire die Ubereinstimmung noch besser gewesen, 
eon der Gesamtzucker (statt mittels des Reduktionsvermégens) durch 
‘aruang mit dem Saccharometer nach Lohnstein bestimmt wiire, weil 
ekanntlich letztere Methode Werte ergibt, welche sich naiher den 


larisationswerten anschlieBen 





Bezeichnung der Probe 


Normaler Harn . 


Diabetisch. 


. 


Nr.2+ 0,1 ° 
_ + 0,50 °, 


» 1+ 1,99% 


+ 0,11% 


+ 1,04 °% 
+ 0.99 o/ 


(Diat) * 


» Lavulose 


Dextrose 


) Lavulose 


1,02 % 


Dextrose 


2.09 
2,78 
6,60 
0,98 
0,26 
0,24 
0.52 
2,10 
3.06 
4.31 
0.78 


Polari« 
sation 
Kreis: 
grade 
20 cm 
Rohr 


0,06 
0.05 
— 0.28 


0.04 


0.06 
0.53 
2.04 


0,08 


0.98 
0.04 
50 0.00 
0,04 
0,05 
0,05 
0,04 
0,00 
0,00 
0.00 
0,02 


0,00 


Neue 
Methode 


Lavue Dex. 
lose trose 


0.08 
0,095 
0,13 


1,20 


1,11 
2,74 
6,60 
0.94 
0,21 
0,19 
0,48 
2.10 
3,06 
4,31 
0.76 


Lavus 


0,07 
0.06 
0,17 


Lohnetet: 


Dex: 
trose 


lose 
0,05 
0,04 


0,13 

0,15 2.91 
0,02 4,31 
0.12 0.66 


* Nach Garung pol 0,10. ** Nach Garung pol 0,02. 

Im allgemeinen kann also gesagt werden (und dies gilt ebenfalls 
‘ir die Dextrosewerte), dab befriedigende Ubereinstimmung gefunden 
vurde zwischen der neuen Methode und der Methode Lohnstein. Bei 
niglicher Differenz wiirde jedoch der neuen Methode wohl meistens 


len Vorzug gegeben werden miissen. 


Das Wesen der oben gegebenen Methode schlieBt in sich, dab 
ur wenige Stoffe stérend auftreten werden. An erster Stelle méchten 
n dieser Hinsicht genannt werden Ketosezucker, andere als Lavulose 
Die Anzahl derer, welche von praktischer Bedeutung sind, ist jedoch 
sehr klein. 


Einer der wenigen. welche in Betracht kommen, ist die einfachst 
oaliche Ketose, das Dioxyaceton, das von den Héchster Farbwerken 
mter dem Namen .,Oxantin“ in den Handel gebracht wird, als Ersatz der 
Kohlehydrate fiir Diabetiker. Tatsichlich fand ich, daB ,,Oxantin™ (mir 
n geschatzter Weise von den Héchster Farbwerken zur Verfiigung gestellt ) 
wahrend der Behandlung mit alkalischem Jod wohl zum gréBten Teile, 


jedoch nicht vollstandig, zerstért wird, so daB Vortauschung eines Lavulose- 








446 C. I. Kruisheer: Bestimmung der Lavulose im Harn. 


gehalts méglich ware (eine Lésung von 200 mg Oxantin hatte nac!} 
Jodbehandlung ein Reduktionsvermégen, korrespondierend mit 4; 
Lavulose). 

Als Mittel, um eventuelle Stérungen (wie selten diese auch « 
mégen) ausfindig machen zu kénnen, méchte ich die Aufmerksamke, 
auf eine Methode lenken, welche als zahlenmabiges Charakteristikwy 
wohl den Vorzug vor den meisten qualitativen Proben hat. 

Bekanntlich wird die Lavulose bei der Erhitzung mit Salzsauy 
zerstort. Bei ganz bestimmter Siurekonzentration, Erhitzungsdave, 
und Temperatur findet die Zerstérung auch zu einem ganz bestimmte: 
Grade statt. Aus sehr zahlreichen Bestimmungen (welche ich auc 
fiir andere Zwecke ausfiihrte) war es mir bekannt, daB bei einer Erhitzuny 
nach untenstehender Vorschrift nahezu 45°, der Lavulose zerstir 
werden, so daf bei der erneuten Lavulosebestimmung nach der Erhitzung 
55°, des urspriinglichen Betrages wiedergefunden werden. 

In einem MaBkolben von 100 cem Inhalt pipettiert man 50 cem Hay 
und 5ceem HCl (30 Gewichtsprozent = 9,5 n), mischt und erhitzt wahrer 
genau 1 Stunde in einem bei 100°C kochendem Wasserbad (die Zeit z 
berechnen sofort von dem Einbringen in das Bad, das zuvor zum Siede 
erhitzt ist). Nach Abkiihlung, Neutralisieren (mit 11,9 cem 4n Natronlaug 
und wiederholter Abkiihlung fiillt man bis zur Marke auf und filtriert 
In 20 cem dieser Fliissigkeit bestimmt man den Liavulosegehalt nach cer 
oben beschriebenen Methode. 

In 50cem normalem Harn, dem 250 mg Léavulose (kristallisiert 
Kahlbaum) zugesetzt war, wurden nach dieser Bearbeitung 137,6 mg 
Lavulose wiedergefunden = 55°,,. 

Andere Ketosen (oder andere méglicherweise stérende Stoffe) werde: 
im allgemeinen zu einem anderen Betrage zerstért. So ergab sich, da 
»Oxantin“ nach der Salzséiureerhitzung praktisch véllig zerstért war. 

Zur Kontrolle kann man zu gleicher Zeit eine Liavuloselésung 
bekannten Gehalts derselben Behandlung unterziehen. 


Ich werde jetzt versuchen, die Methode auch auf die Untersuchung 
des Blutes anzuwenden. 

‘ 
Zusammenfassung, 

Es wird eine Methode beschrieben, die auf dem Prinzip von Koltho// 
beruht, gemaB der Lavulose nach der Behandlung mit Jod in alkalischer 
Lésung, titrimetrisch bestimmt wird. Die Methode ergab bei der Harn- 
untersuchung eine Genauigkeit von 0,05°,. Lavulose und Dextrose 
kénnen nach diesem Verfahren genau nebeneinander bestimmt werden 

Angegeben wurde als Charakteristikum fiir Lavulose, daB nach 
Erhitzung mit Salzsaure in bestimmter Weise Zerstérung bis zu einem 
ganz bestimmten Gehalt stattfindet. 
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Beitrag zum Vitamingehalt der Wiesen- und Weidegriser. 
Von 
Arthur Scheunert. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut zu Leipzig.) 
(Eingeqangen am 27. Januar 1929.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei Grasanbauversuchen mit einzelnen Grasersorten ist mehrfach 
veobachtet worden, daB einzelne Grasersorten von Tieren zur Nahrungs- 
wfnahme bevorzugt werden. So berichtete mir 1926 Herr Landes- 
konomierat Niggl!, Steinach, von solchen eigenartigen Bevorzugungen 
vitens der Hasen, die, aus Wald und Feld heraustretend, zur Saatzucht 
vestellte Parzellen zur Asung benutzen konnten. Es waren damals in 
lem betreffenden Graserzuchtgarten fiinf Rotschwingelstamme auf 20 
n einer Reihe liegenden kleinen Parzellen zu einem Priifungsfeld zu- 
ammengestellt worden. Die Hasen fraBen davon die vier auseinander- 
liegenden Parzellen eines bestimmten Stammes ab. ehe sie an die anderen 
Stimme herangingen. Ebenso wandten sich Jungtiere, denen Par- 
ellen mit verschiedenem Griaserbestand zur Verfiigung gestellt worden 
waren, zundchst einem Lieschgrasschlag, dann einem Wiesenschwingel- 
whlag zu und lieBen andere Griser (Wiesenrispe, Rotschwingel, Glatt- 
afer, Weidelgras und Knaulgras) unbeachtet. Bei ahnlichen Versuchen 
fand Herr Professor Kénekamp', Landsberg a.d. Warthe, ebenfalls 


rine ausgepragte Bevorzugung einzelner Griser durch Schafe. Neun 
Griserarten: Deutsches Weidelgras, Knaulgras, Lieschgras, Glatthafer, 
Rohrglanzgras, weiBes StrauBgras, Wiesenrispengras, Wiesenschwingel 
ind Rotschwingel, die, in Einzelparzellen angebaut, teils gemaht, 
teils von Schafen beweidet wurden, wurden ganz verschieden von den 
Schafen bevorzugt. Diese fraben mit weitgehender RegelmaBbigkeit 
Lieschgras, Deutsches Weidelgras und Wiesenschwingel sehr gern, 


1 Unbeschadet spaterer eigener Veréffentlichungen iiber diese inter- 
essanten Beobachtungen haben mir die beiden Herren gestattet, von diesen 
Mitteilungen hier Gebrauch zu machen. Ich danke ihnen dafiir verbindlichst 
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wahrend die anderen Griser weniger gern, einige. und zwar Glatthate: 
und Rohrglanzgras, gewissermaBen nur widerwillig und zuletzt gefress 

wurden. Uber ahnliche Beobachtungen berichten soeben Biirger 

Radtke'. Die Frage, worauf diese unterschiedliche Bewertung der Grise 
durch die Tiere beruht, ist nicht leicht einwandfrei zu beant worte: 
Selbstverstandlich wird man an Geruch, Geschmack und Tastsin 
zunachst denken, wobei aber nicht zu vergessen ist, daB wir iiber di 
Sinnesempfindungen der Tiere uns kein klares Bild machen kénne: 
und insbesondere weder die Geschmacks- noch Geruchsqualitite: 
dieser Tiere zu beurteilen vermégen. Wenn es auch der anthropozent: 

schen Einstellung, die wir bei der Beurteilung der Sinnesempfindunge: 
der Tiere einzunehmen doch vielleicht allzu bereit sind, widersprich 
so scheint es nicht unmdglich zu sein, daB die Tiere auch ein vielleich: 
mit Geruch und Geschmack verkniipftes Beurteilungsvermigen fi 
den Nahrwert der betreffenden Futterpflanzen besitzen. So berichte: 
mir soeben Herr Inspektor Hauser, Hittisheim (Baden), der ebensolcly 
Weideversuche ausgefiihrt hat, da8, wenn hochtragende, kurze Ze 
trachtige und frischmelkende Tiere gemeinsam verschiedene Griise 
arten tragende Versuchsparzellen beweiden, von ihnen ganz verschieden 
und immer wieder dieselben Graserarten bevorzugt werden. Es ist 
weiter sehr schwierig, etwa einer Ziege oder einem Pferd eine ihne: 
schadliche, getrocknete Futterpflanze in einem Gemisch mit Heu, j» 
selbst gehackselt mit gutem Heuhacksel gemischt, beizubringen. Di 
Tiere sind, wie wir oft beobachtet haben, in der Lage, die ihnen wi! 
kommenen Heuanteile herauszufressen und das Unerwiinschte qua: 
titativ in der Krippe zuriickzulassen. Auch vom Weidegang ist bekannt 
daB die Weidetiere bei an sich vorziiglichem Graserbestand bestimmt: 
Pflanzen und Pflanzenteile bevorzugen und heraussuchen. Hierau! 
beruht ja die Uberlegenheit der Weidefiitterung gegeniiber der Fiitterung 
mit dem gleichen gemahten Griinfutter, bei der die Tiere diese fein 
Wahlméglichkeit nicht haben. Selbstverstandlich kann man aber 
auch dieses Unterscheidungsvermégen auf Geruch, Geschmack un 
Tastsinn zuriickfiihren. 

Immerhin erscheint es zur Klarung der beobachteten Unterschiec: 
geboten, auch der Qualitat der Nahrung eine Beriicksichtigung 7 
schenken, und wir sind infolgedessen einer Anregung des Herrn Professw 
Kénekamp, Landsberg, gern gefolgt, eine vergieichende Untersuchung 
des Vitamingehalts der von ihm gezogenen, oben angefiihrten Gra- 
arten vorzunehmen. Es geschah dies um so lieber, als wir seit mehrere! 
Jahren mit der Untersuchung der Griinfutterpflanzen auf Vitamin 
beschaftigt sind und somit die Untersuchung eine Vermehrung unsere: 


1 Deutsch. landw. Presse 56, 21, 1929. 
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rials und einen Beitrag zur Frage des Vitamingehalts der Graser 
~rhaupt darstellt. 


Die Graser waren einesteils auf Parzellen angebaut, die gemaht wurden, 
renteils auf solchen, die beweidet wurden. Sie wurden vergleichend 
Vitamin A und Vitamin B untersucht. Der Schnitt erfolgte bei allen 
sern gleichzeitig am 6. Juli 1928, nachmittags 2 bis 4 Uhr. Die be- 
lete Flache war seit 1. Juni nicht mehr beweidet, die gemahte war am 
luni zum letzten Male gemaht worden. Beim Schnitt befanden sich 
Graser infolge ihres verschiedenen Wachstumsrhythmus in etwas 
schiedenen Stadien, von kurz vor dem Schossen bis zur vollen Bliite. 
eine mégliche Anderung des Vitamingehalts infolge des verschiedenen 
achstumsrhythmus brauchte im vorliegenden Falle keine Riicksicht 
ommen zu werden. da, falls die Graiser gemeinsam oder mit anderen 
sammen auf der Weide stehen, sie ebenfalls in etwas verschiedenem 
festadium den Tieren angeboten und von ihnen genossen werden. 


Methodik. 


Da bei Untersuchungen auf den Vitamingehalt,. die an  jungen 
chsenden Ratten vorgenommen werden, tiber langere Zeit hinweg taglich 
n Versuchstieren eine Zulage von dem zu untersuchenden Material gegeben 
erden mub, handelt es sich darum, dieses Material in seinem urspriinglichen 
istande unverandert hinreichend lange Zeit zu konservieren. Das ist 
i frischem, griinem Material bekanntlich nicht ganz einfach. Auf Grund 
iserer ausgedehnten Erfahrungen wurde im vorliegenden Falle folgender- 
aBben vorgegangen: Nachdem die Craser geschnitten waren, wurden sie 
Blechbiichsen von 35 em Héhe und 16 em Durchmesser eingestopft und, 
whdem etwas Chloroform zugegeben war, fest verschlossen. Sie wurden 
ann sofort von Landsberg per Schnellzug nach Leipzig und hier zur weiteren 
erarbeitung ins Institut gebracht. Dazu wurden die Grasproben aus den 

jichsen entnommen, durch den Wolf zerkleinert und in Weckbiichsen 
m 1 Liter Inhalt gefiillt. Diese warden daraufhin mit der Luftpumpe 
akuiert, verschlossen und in einem von uns fiir solche Zwecke gemieteten 
efrierraum einer hiesigen Eisfabrik bei minus 8° untergebracht. Von 
der Grassorte wurden auf diese Weise je nach der vorhandenen Menge 
echs bis zehn Glasbiichsen vorbereitet. Zur Untersuchung wurden die 
dasbiichsen einzeln, je nack Bedarf ins Institut und dort ebenfalls in den eine 
unter Null liegende Durchschnittstemperatur haltenden automatischen 
isschrank verbracht. Taglich wurden dann die benédtigten Kleinproben 
is den Glasern entnommen. Sobald sich, wie es infolge des Herausnehmens, 
Yinens und SchlieBens und der dabei stattfindenden Erwarmung nicht 
nders méglich ist, Zersetzungserscheinungen bemerkbar machten, wurde 
ie betreffende Biichse verworfen und eine neue aus der Kiihlboxe geholt. 
he Versuche wurden, sowohl bei Vitamin A wie bei Vitamin B, an jungen 
whsenden Ratten nach dem Prinzip des Heilversuches durchgefiihrt . 


1. Untersuchung auf Vitamin A. 


Zur Untersuchung auf Vitamin A werden junge, wachsende Ratten 
m Gewicht von 40 bis 45g auf vitamin-A-freier Kost (18°, Casein 
15°. Palmin. 5°, Trockenhefe, 5°,, Salazgemisch nach Me Collum und 
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Davis und 57°,, Starke) so lange gehalten, bis sie die bekannten F; 
scheinungen des Vitamin-A-Mangels (Wachstumsstillstand, Kerats 
malacie, Hinfailligkeit) ausreichend entwickelt haben. Von da al er 
halten dic Tiere tiglich je 0.5 g des zu untersuchenden Materials a) 


Zulage zugewogen. Da der Vitamin-A-Gehalt grimer Griiser sel, 


betrichtlich ist, geniigt diese geringe Quantitit, um die Manye! 









0 — 
geolt_ || Sepersete | | | | |_| _} Secapermens | 
120} 299 Lieschgras | 95g Lueschgras 

110 


100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 


120 
110 
100 
90 
80 


Gewicht gr 


70 
60 
50 
40 


a 
Ss 


i) 5 9 Wiesenrispe 
5093 







k= Keratoma/acie 
Kw =Keratoma/acie geheilt 


Sssaeees ss ss 











| | |_| t=Zugabe 
Abb. 1. 





erscheinungen zum Verschwinden zu bringen und Wachstum zu er- 
zielen. Immerhin ist sie nicht so groB, daB sie unter allen Umstinden 
optimales Wachstum hervorrufen miiBte. Kommt namlich ein vitamin- 
A-armes Gras zur Verfiitterung, so ist bei 0.5 g Zugabe das Wachstum 
dann schleppender als bei der gleichen Zulage, die von einem vitamin-A 
reichen Gras stammt. Schwankungen im Vitamin-A-Gehalt der Graser 
kommen nach unseren Erfahrungen vor. Bei der vorliegenden Unter 
suchung hatten also Unterschiede im Vitamin-A-Gehalt in der Schnellig 
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it des Wachstums der Versuchsratten einen Ausdruck finden und so 
rkannt werden miissen 

Der Versuchsverlauf wird in Wachstumskurven wied rgegeben 
ber erste Teil der Kurven bis zum Zeichen § stellt das Wachstum 
hei Vitamin-A-frcier Ernaihrung dar. K bedeutet. daB an diesem Tage 
Keratomalacie aufgetreten ist Das Zeichen § gibt den ersten Tag, 
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Abb. 2. 


in dem die Graszulage gereicht wurde, an. Kw bedeutet, dab an diesem 
Tage die Keratomalacie abgeheilt war. Der Verlauf. den die Kurven 
nach Verabreichung der Zulage zeigen, 14Bt somit Schliisse auf den 
Vitamin-A-Gehalt der Zulage zu. 

Es folgen nunmehr die Wachstumskurven, bei denen die Ergebnisse 
von den Mahparzellen neben die von den Weideparzellen gestellt sind 
Es wurden stets drei Kontrolltiere angesetzt. Abb. 1 bringt zunachst 
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den Vitamin-A-Gehalt von Lieschgras, Wiesenschwingel, Wiesen,:s, 
Die Proben von den Mahparzellen haben hier durchweg die Many, 
erscheinungen zum Verschwinden gebracht und Wachstum hery, 
gerufen. Das Wachstum ist nach der Wiesenschwingelzulage. 
man aus der Steilheit des Kurvenanstiegs schlieBen kann, nicht vay 
so gut gewesen, wie bei den beiden anderen Grasern, von denen Wiese; 
rispe am besten gewirkt hat. Wenn die Unterschiede auch nicht se} 
bedeutend sind, so sind sie doch deutlich. Vergleicht man damit «dy 
Verhalten der Weideparzellenproben, so haben diese ungiinstiger | 
geschnitten, wenngleich bei Lieschgras Ratte Nr. 5124, bei Wiese; 
schwingel Ratte Nr. 5203 und bei Wiesenrispe Ratten Nr. 5202 und 51| 
nicht viel anders gewachsen sind als die mit Mahparzellenproben ve: 
sorgten Ratten. In der Abb. 2 haben wir die Kurven von Knaulgra: 
Rotschwingel und Fioringras vereinigt. Betrachten wir zuniichst dic 
Versuche mit den Mahparzellenproben, so sieht man im Wachstums 
verlauf weder untereinander noch mit den Versuchen auf Abb. 1 dew 
liche Unterschiede. Vergleicht man hiermit die Weideparzellenversuchy 
so sind auch hier keine deutlichen Unterschiede festzustellen. Hochstens 
kénnte man annehmen, daB der Vitamin-A-Gehalt des Fioringrases der 
Weideparzelle etwas geringfiigiger als der der Mihparzelle gewesen is: 
Hierfiir wiirde auch sprechen, dab zwei weitere Fioringrastiere, «i 
nicht in den Abbildungen mit angefiihrt wurden, nimlich Ratte: 
Nr. 5121 und 5123, durch die Zulage nicht geheilt werden konnten 
sondern eingingen. Auf Abb. 3 endlich wurden die Versuchsergebnis» 
mit Glatthafer und Rohrglanzgras zusammengestellt. Hierbei trate: 
gelegentlich insofern Schwierigkeiten ein, als einige Tiere die Zulage: 
zuweilen verweigerten, was deshalb interessant ist, weil nach in «i 
Einleitung wiedergegebenen Beobachtungen von Professor Kénekam 
gerade diese beiden Grassorten auch von den Weidetieren nicht ger 
gefressen wurden. Im iibrigen ist aber auch der Vitamin-A-Gehal: 
von Glatthafer und Rohrglanzgras etwas niedriger als der der bishe: 
besprochenen Graser. Die Glatthaferratte Nr. 5208 konnte mit 0.) , 
nicht zum Wachstum gebracht werden und starb an Vitamin-A-Mange! 
Ebenso bestand noch Vitamin-A-Mangel bei der Ratte Nr. 5129. Alle: 
dings hatten gerade diese beiden Tiere das vorgelegte Material unger: 
aufgenommen. Die Wachstumskurven der Weideparzellentiere zeige: 
daB offenbar auch hier bei der Weideparzelle ein etwas geringere: 
Vitamin-A-Gehalt vorgelegen hat. Ein Glatthafertier Nr. 5095 uni 
zwei Rohrglanzgrastiere Nr. 5120 und 5195, deren Kurven nicht mit 
aufgenommen wurden, gingen ein. Endlich ist auf dieser Abbildung 
noch ein Versuch mit Weideparzellenproben von Deutschem Weidelgru 
aufgefiihrt worden. Aus dem Verlauf dieser Kurven sieht man deutlic!) 
daB dieses Gras im Vitamin-A-Gehalt saimtlichen anderen untersuchte: 
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Grasern deutlich unterlegen ist. Ein Vergleich mit der Mahparzelle 
war wegen Mangels an Material an diesen Gras nicht durchzufiihren 

FaBt man das Ergebnis dieser Untersuchungen zusammen, so ist 
mu sagen, dab zwischen den untersuchten Grasarten gewisse Unterschiede 
eciiglich des Vitamin-A-Gehalts bestehen. Dieser lieBe sich etwa in der 
Reihenfolge: Wiesenrispe, Lieschgras, Fioringras, Knaulgras, Wiesen- 
chwingel, Rotschwingel, Glatthafer, Rohrglanzgras, Deutsches Weidelqras 
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Abb. 3 


wiedergeben. Es scheint weiter, dab die auf den Mdhparzellen ge- 
ronnenen Gridser meist einen etwas geringeren Vitamin-A-Cehalt auf.- 
viesen als die auf den Weideparzellen gewonnenen. Im allgemeinen 
sind jedenfalls keine entscheidenden Unterschiede vorhanden, und 
beziiglich der Vitamin-A-Versorgung der mit diesen Grasern  ge- 
fiitterten Weidetiere ist wohl zu bedenken, daB bei den groBen Mengen, 
die die Tiere von den Griasern aufnehmen, die Vitamin-A-Versorgung 
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noch immer reichlich ist. Beziiglich der eingangs aufgeworfenen Frag, 
ob die Bevorzugung einzelner Graser seitens der Weidetiere mit den 
Vitamingehalt und in diesem Falle mit dem Vitamin-A-Gehia}; 
zusammenhiangt, ist zu sagen, daB dies nicht der Fall ist. Anderer. 
seits ist aber interessant gewesen, dal} gerade die Zulagen von Glatt. 
hafer und Rohrglanzgras, die auch von den Weidetieren schlech: 
gefressen wurden, auch von den Ratten gelegentlich verweiger 
worden sind und ihr Vitamin-A-Gehalt an den unteren Grenzen des 
durchsehnittlichen Gehalts liegen diirfte. 


2. Untersuchung auf Vitamin B. 


Die Priifung auf Vitamin B erfolgt in der gleichen Weise wie au! 
Vitamin A, derart, daB die Versuchstiere zunachst mit einer vitamin-B 
freien Nahrung (20°,, Casein, 7°,, Palmin, 8°,, Lebertran, 5°,, Salz 
gemisch nach Mec Collum und Davis, 60°, Starke) so lange gefiittert 
werden, bis sie die Erscheinungen des Vitamin-B-Mangels deutlic! 
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zeigen. Diese bestehen in Wachstumsstockung und Hinfalligkeit 


gepaart mit struppigem Aussehen. Meist sind die Tiere schon nach 
etwa 14 Tagen so weit vorbereitet, daB mit der Zulage begonnen werden 
kann. Diese bestand bei unserem Versuch aus taglich 4g der be 
treffenden Grasprobe und begann beim Zeichen 4 in den den Versuchs- 
verlauf wiedergebenden Kurventafeln. Die Menge von 4g taglicher 
Zugabe wurde gewihlt, weil der Vitamin-B-Gehalt der griinen Futter- 
pflanzen keineswegs sehr hoch ist und auch selbst diese 4 g von einem 
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wehsehnittlichen Griinfuttermittel nicht geniigen, um optimales 
Vachstum hervorzurufen. Somit muBten auch hier Schwankungen 
» Vitamingehalt im Verlauf der Wachstumskurven zum Ausdruck 
mmen. 

Die einzelnen Versuche sind wieder in derselben Reihenfolge auf 

beigegebenen Kurventafeln angeordnet wie beim Vitamin-A- 
ersuch. Die Abb. 4 umfaBt somit Lieschgras, Wiesenrispe und Wiesen- 
hwingel, wobei aber die Weideparzellenproben bei Wiesenrispe nicht 
r Untersuchung kamen, die Abb. 5 Knaulgras, Rotschwingel und 
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Abb. 5. 


Poringras, die Abb. 6 Glatthafer und Rohrglanzgras. Die Versuche 
it Deutschem Weidelgras konnten nicht durchgefiihrt werden. Das 
iid der Kurven ist hier beim Vitamin-B-Versuch ziemlich gleich- 
aBig, wenn auch kleine Unterschiede bestehen. Es ergibt sich dabei 
e interessante Tatsache, daB der Vitamin-B-Gehalt von Glatthafer 
nd Rohrglanzgras, also denjenigen beiden Grasern, die von den Weide- 
eren am schlechtesten angenommen worden sind, an der Spitze steht 
nd etwa dem Lieschgras, Knaulgras und Fioringras gleich zu setzen ist, 
ihrend Wiesenrispe und Wiesenschwingel einen deutlich geringeren 
‘itamin-B-Gehalt aufweisen. Unterschiede zwischen Mahparzelle und 
\eideparzelle sind hier nicht mit Sicherheit wahrzunehmen. Interessant 
+ ferner noch, daB die Graser zum Teil von den Ratten schlecht ge- 
Biochemische Zeitschrift Band 207. 30 
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fressen wurden. Zumeist war dies in den ersten Tagen der Fall, dany 
trat Gewohnung ein. So wurden Wiesenrispe und Wiesenschwinge! 


nicht gern genommen, und ebenso wurden Fioringras (Weideparzelle 
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Abb. 6. 


und Glatthafer und Rohrglanzgras (Weideparzelle) gelegentlich schlec!y 


gefressen. Beziehungen zu dem Verhalten der Weidetiere gegeniily 
diesen Grasern kann man hieraus aber nicht ableiten. 


Zusammenfassung. 


Es wurde im Rattenversuch der zweite Schnitt neun verschiedene: 
jrisersorten, die jeweils auf zwei verschiedenen Parzellen, von dene: 
die eine gemaht, die andere abgeweidet worden war, stammten, ay 
ihren Vitamin-A- und -B-Gehalt untersucht. Die einzelnen Griiser 
sorten hatten einen etwas verschiedenen Vitamin-A-Gehalt und lasse: 
sich in der Reihenfolge: Wiesenrispe, Lieschgras, Fioringras, Knaulgra: 
Wiesenschwingel, Rotschwingel, Glatthafer, Rohrglanzgras, Deutsch 
Weidelgras anordnen. Die Unterschiede sind nicht sehr betrachtlic! 
Die Graser der Weideparzellen erscheinen gegeniiber denen der Ma! 
parzellen als etwas unterlegen. 

Beziiglich des Vitamin-B-Gehalts bestanden ebenfalls Unterschie«: 
die aber gering und andere waren als beim Vitamin-A-Gehalt. Hic 
besaBen Wiesenrispe und Wiesenschwingel den geringeren Vitamin-! 
Jehalt. Beziiglich des Vitamin-B-Gehalts bestand ein Unterschie 
zwischen den Mah- und Weideparzellen nicht. 

Die Versuche bestitigen weiter den relativ hohen Gehalt «i 
Griser an Vitamin A, von denen auch im vorliegenden Falle 0.5 
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enligten, um zum Teil bestes Wachstum bei Ratten hervorzurufen. 
emgegeniiber war der Vitamin-B-Gehalt der Griser ganz wesentlich 
eringer, da 4g Zulage nur mittleres Wachstum hervorzurufen ver- 
chten. Beziehungen zwischen dem Vitamingehalt der Graser und 
yrer Bevorzugung durch Weidetiere konnten nicht festgestellt werden. 

Hinzuweisen ist noch darauf, dal} aus diesen Versuchen nicht auf 
n Vitamingehalt der betreffenden Griserarten schlechthin geschlossen 
erden darf. Nach unseren zahlreichen Erfahrungen, tiber die spater 
erichtet werden soll, wechselt der Vitamingehalt derselben Grasart 
n Fall zu Fall. 
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Nachweis der Bildung von Vitamin B durch Bae. vulgatus 
(Fliigge) Migula mittels einer neuen, einwandfreien Method 


gemisch 
.iebenfe 


estand 


Von 
Martin Schieblich. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig. 
(Eingegangen am 27. Januar 1929.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Wie Scheunert und Schieblich' vor einiger Zeit berichteten, gela: 
ihnen der einwandfreie Nachweis, daB der in der Natur weit verbreit 
vorkommende Bac. vulgatus (Fliigge) Migula die Féhigkeit besitzt. « 
emer sicher vitamin-B-freien Néhrlisung Vitamin B zu synthetisier 
Diese Beobachtung ist von groBber Wichtigkeit fiir die Frage der Vitam 
B-Versorgung, insbesondere der pflanzenfressenden Haustiere, in der 
Magen-Darmkanal umfangreiche bakterielle Vorgiange ablaufen. 
denen eben gerade auch Erdbakterien und unter ihnen der Bac. vulgat 


ugeseti 
freie Gr 
beteiligt sind. In der allerersten Mitteilung zu dieser Frage? wuri % mee 
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hierauf schon hingewiesen; ja die schon damals bekannte Tatsache, «i 
der Vitamin-B-Gehalt der Kuhmilch sich als ziemlich unabhangig \ 
der Fiitterung erweist, war der AnstoB fiir die Aufnahme solcher Unt 
suchungen iiber die Vitamin-B-Bildung durch Darmbakterien. 

neuerer Zeit sind von amerikanischer Seite mit anderer Method 
Belege dafiir erbracht worden, daB tatsachlich bei den Pansengarunge 
des Rindes Vitamin B gebildet wird und somit gerade die Wiederkiw 
von der Vitamin-B-Zufuhr ziemlich unabhangig sein diirften®*°. | 
Hinblick auf diese Sachlage erschien es unbedingt geboten, die Vitam 
B-Bildung durch Bac. vulgatus weiterhin zu erhirten. 
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1 4. Scheunert und M. Schieblich, diese Zeitschr. 184, 58 bis 66, 1% 
(hier s. auch Literatur). 

2 Dieselben, Centralbl. f. Bakteriol., Parasitenkde. u. Infektionskrank! 
I. Abt., Originale, 88, 290, 1922. 


3 S. I. Bechdel, Pennsylvania Sta. Bul. 196, 18 bis 20, 1925. vehende 
* S.I. Bechdel und H. E. Honeywell, ebendaselbst 204, 18 bis 21, 192 qe 


5 S.1. Bechdel, C. H. Eckles und L.C. Palmer, Journ. of Dairy scie , 
9, 409 bis 438, 1926. steriler 
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Am einfachsten muBte, wie Uberlegungen ergaben, der Nachweis 
er Vitamin-B-Bildung durch Bac. vulgatus dadurch erbracht werden 
onnen, daB man versuchte, den Mikroorganismus auf dem fiir Vitamin- 
-Versuche an Ratten benutzten vitamin-B-freien Nahrungsgemisch 
, ziichten. Gelang es, den Bazillus auf diesem synthetischen Nahrungs- 
emisch zum Wachstum zu bringen, so muBte dieses, an Ratten ver- 
ibreicht, wachstumsférdernde Eigenschaften annehmen. Es wurde 
un in der Weise vorgegangen, daB das fertige vitamin-B-freie Nahrungs- 

d#icemisch, aus dem allerdings der Lebertran weggelassen war, mit der 
iebenfachen Menge Wasser aufgekocht wurde. Das Nahrungsgemisch 
estand aus: 


TS? oa hg ig C xe we ee le ce 6 6 ee ee 
ne ee ee ee ee 
ee ee a ee ee ee ee 
Salzgemisch (nach Mc Collum und Davis) ... 5d0g¢ 


Die Vitamin-B-Freiheit des Caseins war durch mehrfaches Aus- 
sochen mit Wasser, Alkohol und Ather sichergestellt. Der Lebertran 
wurde, um eine Herabsetzung seines Vitamin-A-Gehalts durch die 
‘ir die Vorbereitung der vitamin-B-freien Grundnahrung fiir die 
feimpfung mit Bac. vulgatus nétigen MafSnahmen zu_ vermeiden, 
vst spaiter der gut mit Bac. vulgatus bewachsenen Grundnahrung, 
kurz vor dem Verfiittern, in der Héhe von 8 °,, des trockenen Gemisches 
ugesetzt. Das mit der siebenfachen Menge Wasser verkochte vitamin-B- 
‘reie Grundfuttergemisch wurde dann in noch heibem Zustande, solange 
es einen diinnfliissigen Brei darstellte, in Mengen von 250 cem auf 
Fernbachkolben gefillt, in denen die Masse zu einem steifen Brei er- 
tarrte. Die Kolben wurden dann vor der Beimpfung im Autoklaven 
» Stunde lang bei einer halben Atmosphare sterilisiert. Der zur Be- 
mpfung verwandte Vulgatusstamm war derselbe, wie der in der oben 
ungegebenen Mitteilung von Scheunert und Schieblich benutzte, der 
either immer auf vitaminfreier Nahrlésung weitergeziichtet worden 
war. Nach Beimpfung der ersten Kolben, die anschliebend bei 37° 
m Thermostaten gehalten wurden, dauerte es reichlich 4 Wochen, 
che iiberhaupt ein Wachstum erkennbar war. Dieses trat zunachst 
nsular auf, ging aber dann, nachdem es einmal in Gang war, rasch 
oran, und bald war die ganze Oberfliche des Nahrbodens mit rétlichem, 
‘pater braun werdendem Vulgatusrasen iiberzogen. Im weiteren Verlauf 
ler Beobachtung durchwucherte dann der Bazillus die ganze Masse 
les Nahrbodens, dessen Konsistenz hierdurch wieder diinnbreiig wurde. 
Die Weiterbeimpfung erfolgte nun immer derart, daB von der vorher- 
gehenden Kolbenserie vier Osen mit Bac. vulgatus bewachsenes Material 
n 9ecem sterilen Wassers aufgeschwemmt wurden und hiervon mit 
steriler Pipette je 1 ccm in die Kolben der nachsten Serie gebracht 
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wurde. Nachdem der Bac. vulgatus nun einmal an das Nahrmediy,; 
gewohnt war, ging das Wachstum bei den nichsten Beimpfunge 
immer rascher vonstatten, so dab spiiterhin bereits nach Ablauf vo, 
5 Tagen deutliches Wachstum zu erkennen und der Nahrboden sehoy 
nach 14 Tagen vollkommen durchwachsen, also zum Verfiittern ay 
die Ratten zwecks Priifung der Neubildung von Vitamin B durch de: 
Bac. vulgatus fertig war. 

Die zu den Versuchen verwendeten Tiere waren schwarz-weil 
Ratten aus unserer eigenen Zucht mit einem Anfangsgewicht vo: 
46 bis 58g. Die Tiere wurden einzeln in Glaskifigen auf etwa 7 cx 
hohen Drahteinsitzen gehalten, deren Maschengeflecht so weit gewahit 
war, dab der Kot gut hindurchfallen konnte. Diese MaBnahme erweis 
sich bei Vitamin-B-Versuchen deshalb als notwendig, weil es, wi: 
Fridericia und Mitarbeiter» * zeigen konnten, durch Aufnahme von Kv: 
trotz vitamin-B-freier bzw. -armer Ernahrung zu optimalem Wachstw: 
kommen und so ein hoher Vitamingehalt einer zu priifenden Substaw 
vorgetiuscht werden kann. Sie bezeichnen diesen Zustand als 
. Rejection. Es kommt hierbei, wie wir uns durch eigene, alsbald 2 
verOffentlichende Untersuchungen tiberzeugt haben, zu einer charak 
teristischen, im Kotausstrich leicht erkennbaren Umwandlung « 
Darmflora. Die Ratten erhielten nun zuniachst das trockene vitamin-} 
freie Grundgemisch, dem natiirlich auch Lebertran zugesetzt war 
Nachdem die Tiere nach kurzer, anfinglicher, geringfiigiger 
wichtssteigerung deutlich an Kérpergewicht abgenommen hatten un: 
auch die tibrigen Symptome des Vitamin-B-Mangels, wie Mattigkei: 
struppiges Aussehen, Abmagerung zeigten, wurde die Ernahrung s 
umgestellt, daB die Tiere auBer Leitungswasser nur noch gut mit Ba 
vulgatus bewachsenes Grundfutter, dem, wie erwihnt, vor dem Ver 
fiittern Lebertran zugesetzt wurde, erhielten. Das Futter stand de: 
Tieren immer in beliebiger Menge zur Verfiigung. wurde aber taglic! 
neu gereicht, um das Aufkommen anderer, eventuell stérender Kein: 
zu verhindern. Die taglich pro Ratte aufgenommene Menge des mit 
Vulgatus bewachsenen Futters betrug anfianglich durchschnittlich 50 ¢ 


. 


und steigerte sich allmihlich bis auf 110g. Sofort mit der Umstelluny 


der Erndihrung trat auch, wie die beigegebene Abbildung zeigt, wied 
Wachstum ein, und zwar so gut, daB man es als optimal bezeichne: 


kann. Um nun den Beweis der Vitamin-B-Bildung durch Bac. vulgatu: 


absolut sicherzustellen, wurde am 45. Versuchstage bei allen Tiere: 


1 L. S. Fridericia, Avszug des Vortrages, gehalten auf dem X11. Inte: 
nationalen PhysiologenkongreB in Stockholm, 3. bis 6. August 1926 
S. 55 bis 56, 1926. 

2? L.S.Fridericia, P.Freudenthal, S.Gudjonnsson, G. Johansen wii 
N. Schonbye, Journ. of hyg. 27, 70 bis 102, 1927. 
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las mit Vulgatus bewachsene Futter in Wegfall gebracht und dafiir 
Grundfutter gereicht, das vor der Fiitterung genau in derselben Weise 
ehandelt wurde, wie das fiir die Beimpfung mit Bac. vulgatus vor- 
vereitete Futter; es wurde also ebenfalls mit der siebenfachen Menge 
Wasser aufgekocht, sterilisiert und vor der Verabreichung an Ratten 
nit Lebertran versetzt. Wie die Abbildung zeigt, reagierten simtliche 
liere auf die Verfiitterung des nicht mit Vulgatus bewachsenen Futters 
mit einer Gewichtsabnahme, um bei erneuter Zugabe von Vulgatus- 
futter sofort wieder steil anzusteigen. Eines der Tiere, Nr. 5389, starb 
infolge eines Volvulus. Die regelmaBige Kontrolle der Kotflora im 
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Abb. 1 
\usschlieBliche Verfutterung des mit Bac. vulgatus bewachsenen kinstlichen Nahrungsgemisches 
A Verabreichung desselben, aber nicht mit Bac. vulgatus bewachsenen Gemisches 


4 Erneute Verfiitterung des mit Bac. vulgatus bewachsenen kinstlichen Nahrungsgemisches. 


Ausstrichverfahren ergab das vdllige Fehlen der fiir die ,, Refection* 
charakteristischen Mikroorganismen. Die Bildung nicht unbetrdchtlicher 
Mengen von Vitamin B durch Bac. vulgatus (Fliigge) Migula aus sicher 
vitamin-B-freien Substraten war hiermit aufs neue in einwandfreier 
Weise dargetan. ‘ 


Zusammenfassung. 


Durch Ziichtung des Bac. vulgatus (Fliigge) Migula auf einem 
vitamin-B-freien kiinstlichen Nahrungsgemisch und ausschlieBlicher 
Verfiitterung des gut mit Bac. vulgatus bewachsenen Gemisches an 
junge Ratten konnte die Bildung von Vitamin B durch diesen Mikro- 
organismus erneut in einwandfreier Weise nachgewiesen werden. 








Uber den Einflu6 des Wassers 
auf die zersetzende Fihigkeit der Gerstenmalzkatalase. [1. 


Von 


M. 0. Charmandarjan. 


(Aus dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftlic! 
Forschungsinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1929.) 


In meiner jiingst veréffentlichten Arbeit! wies ich den die ze: 
setzende Fahigkeit der Malzkatalase gegeniiber dem Wasserstof! 
superoxyd stark abschwichenden EinfluB des Extrahierens im al! 
gemeinen und seiner Dauer im besonderen nach. Es hatte sich ergebe: 
daB mit Wasser und unmittelbar darauf mit einer Lésung von Wasser 
stoffsuperoxyd iibergossenes Malz mehr H,O, zersetzt als durch ein 


oder vierstiindiges Extrahieren hergestellter Extrakt unter im iibrigen 
gleichen Bedingungen. Diese Vorversuche wie auch einige theoretische 
Erwagungen lieBen die experimentelle Erforschung derjenigen Faktoren 
notwendig erscheinen, denen die Verminderung der zersetzenden 
Fahigkeit der Katalase in Abhangigkeit von der Einwirkungsdawer 


des Wassers zuzuschreiben wire. 


Als Ausgangsmaterial verwandten wir im Laboratorium angekeint: 


lufttrockene Gerste. Die Versuche fiihrten wir in Jenaer GlasgefaéBen aus. 


die vorher im Laufe einer Stunde mit starker Salzséurelésung, darauf mit 
einem Gemisch von K,Cr,O; und halbkonzentrierter Schwefelséure av- 
gekocht, dann in destilliertem Wasser gewaschen und nochmals ausgedamy"'' 
worden waren. Im weiteren Verlauf des Experiments geniigte es. 
Gerat mit der K,Cr,O;-Mischung zu spiilen und auszudémpfen. 


' M.O. Charmardarjan, diese Zeitschr. 204, 389, 1929. 
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Fiir alle Versuche wurden genau 0,2g Malz abgewogen, diese mit 
2»0cem destillierten Wassers iibergossen und unter Einhaltung der fiir 
jede Versuchsserie zu beobachtenden Bedingungen 5ccm 1° iger H,O, 
wesetzt. Nach 30 Minuten langem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 

n/10 KMnO, bei Gegenwart von H,SO, titriert. Gleichzeitig wurden 
Kontrollversuche mit Malz angestellt, das durch 5 Minuten langes Sieden 
im Wasserbad inaktiviert worden war. Als MaQSstab fiir die zersetzende 
Fahigkeit der Katalase diente uns der Unterschied zwischen den Werten 
ler Kubikzentimeter n/10 KMnO,, die bei der Titration der inaktiven 
und der aktiven Katalase verbraucht wurde. 

Vor allem interessierte uns die Feststellung der Abweichungen in 
ler zersetzenden Fahigkeit der Katalase bei einigermaben veranderter 
Reihenfolge der Versuchsbedingungen. Bei den gewéhnlichen Ver- 
suchen wurde der Malzeinwage anfangs Wasser zugesetzt und darauf 
H,O,, wahrend bei den in Tabelle I angefiihrten Versuchen dem Malz 
von vornherein 25cem einer Wasserstoffsuperoxydlésung beigefiigt 
wurde. Die H,O,-Konzentration war in beiden Fallen bei 25 ccm 
Fliissigkeit die gleiche. 


Tabelle I. 





0.2 g Malz + 20ccm 02 ¢ Malz 
Benennung des Malzes H,O + 5ccm : Oe ae H.O 
1°/oiges Hy Oy ee 


Lufttrocken Nr.l . . . 13,1 
ree 12.6 
w 4 bis 10,2 
4. : 14,1 10,2 


Es ergab sich, da im letzteren Falle alle Malze weniger Wasserstoff- 
superoxyd zersetzten als im ersten. Die verringerte Quantitat an 
versetztem H,O, in der zweiten Versuchsreihe ware folgendermaBen 
zu erkliren: in den Versuchen, wo dem Malz zuerst Wasser und nachher 
H,O, zugesetzt wurde, erfolgt gleichzeitig eine Lésung der Katalase 
ind somit VergréBerung der Oberfliche des Katalysators im Meh) 
selbst (erhéhte Dispersitat), wihrend in den Versuchen mit alleinigem 
H,O,-Zusatz die Katalase sofort mit dem Wasserstoffsuperoxyd in 
Berthrung kommt, wobei dieses nicht nur hemmend auf die die Dis- 
persitat des Katalysators erhéhenden Prozesse einwirkt, sondern sie 
sogar herabsetzt. Dies hat im ersten Falle eine gréBere Menge zer- 
setzten H,O, zur Folge als im zweiten. 


Ein durchaus anderes Bild stellt sich uns dar, wenn wir zwar die 
urspriingliche Reihenfolge des Versuches beibehalten, jedoch entweder 
die zugesetzte Wassermenge verringern oder aber die H,O,-Kon- 
zentration steigern. 
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Tabelle II. 





Scom 2°%/siges Seem 1°/oiges 5 com 0,5°/oiges 5 com 0,25 
»Os »Os P . . 
Nr Benennung des ee oe ia Ben ~ HO, 
Malzes ecm Weem W2Weem! Weem 2Weem Weem BW2Weem WW cog 
H,O H,O H,O H,O H,O H,O H,O H, 
1 Lufttrocken Nr. 1 — ~— 13,8 12,1 8.5 95 - 
2 a » 2 165 | 172 || 184 12.8 99 | 105 5,6 6.7 
3 . “| 89 85! 65! 71 
4 % >» 4 185 | 185 15.1 15,1 10,3 11,2 5,7 6.5 


In einem Teile der hier angefiihrten Versuche wurden 0.2 g Mah 
mit 20 cem H,O, versetzt, im anderen 10 com H,O mit je 5cem H,(6 


in wechselnder Konzentration von 0.25 bis 2 Alle vier aus ver 
schiedener Gerste gewonnenen Malze verhalten sich in voller Uber 
einstimmung sowohl dem verinderten H,O,-Umfang als auch dey 
verschiedenen Konzentrationen des H,O, gegeniiber. Bei hohen Kor 
zentrationen (2 bis 1 °,,) iibt die vermehrte Wassermenge fast gar keiney 
EinfluB aus, wiewohl die Konzentration des H,O, hierbei nahez 
zweimal so groBb wird. Wenn selbst eine Verringerung des Umfangs in 
manchen Versuchen irgendwelche Abweichung bewirkt, so auBert sich 
diese doch nur im Sinne einer Verringerung des zersetzten H,O,. De 
Ubergang der Konzentration von 1 zu 2”, fiihrt in beiden Fallen z 
einer leichten Erhéhung der zersetzten H,O,-Menge. Anders verhal: 
es sich mit den niedrigen Wasserstoffsuperoxydkonzentrationen (() 


. 


bis 0.25°,,). Hier sehen wir stets gleichzeitig mit der Herabsetzung des 
H, O-Umfangs einen Anstieg in der Zersetzung des H,O,. Die Versuchs 
dauer ist zu kurz bemessen, als dab die Malzkatalase unter der Ein 
wirkung des Wassers in ihrer Gesamtmenge in Lésung zu gehen ver 
méchte, ein Teil davon verbleibt im Malzmehl. Der ProzeB des | 
lésunggehens der Katalase benétigt einer tiberaus langen Zeitspanm 
daher muB sich die Zersetzung des H,O, nicht nur auf Kosten der 
gelésten Katalase vollziehen, sondern auch die im Meh] zuriickgeblieber 
in Anspruch nehmen. Zum Zweck einer theoretischen Erklarung cer 
in Tabelle II niedergelegten Versuchsbefunde ist anzunehmen, dat 
die H,O,-Zersetzung in erster Linie auf Kosten des vom Malzmeh! 
adsorbierten Wasserstoffsuperoxyds vor sich geht. Bei héheren Kon 
zentrationen des H,O, (1 bis 2°.) bleibt dessen Adsorption jedoch 
unabhingig vom Fliissigkeitsvolumen, wahrend der ganzen Versuch 
dauer quantitativ konstant. Das Adsorptionsgleichgewicht stellt. sic! 
bei derartigen H,O,-Konzentrationen erheblich schneller ein als b 
niedrigen. Die unbedeutende Verminderung in der Menge des zer 
setzten H,O, beim Ubergang von gréBerem Umfang zu geringeren 
wird. wenn wir sie nicht als Versuchsfehler auffassen wollen, vermutlich 
davon herriihren, daB bei kleinem Volumen bei der ersten Beriihrung 
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les H,O, mit dem Gemisch eine verhaltnismaBig schnelle Zersetzung 
eintritt, die sich dann im weiteren Verlauf verlangsamt. Im letzteren 
Falle, d. i. bei geringerem Volumen, wird die Katalase schneller zerstért 
als im ersteren (gréBeres Volumen). Bei schwacheren Konzentrationen 
0.5 bis 0,25 °.,) dagegen spielt der AdsorptionsprozeB sich viel langsamer 
ib, und mit dessen Schnelligkeit vermindert sich auch die Quantitat 
um zersetztem H,O,. Bei geringer Fliissigkeitsmenge vollzieht sich die 
H,O,-Adsorption ein wenig schneller als bei héherer, was eine ent- 
sprechende Steigerung der H,O,-Zersetzung nach sich zicht. 


Die nachstehenden Versuche mégen unseren Ausfiihrungen zur 
Bestatigung dienen. 


In einen Trichter mit geschlossenem Kran wurde ein Trockenfilter 
von starkem FlieSpapier eingebracht. Dann wurden in den Trichter 0,2 g 
Malz gegeben, dieses mit 20 ccm H,O iibergossen und 10 Minuten stehen- 
gelassen. Darauf wurde der Kran geéffnet und die Fliissigkeit behutsam 
mit einer Wasserpumpe abgesaugt. Diese Manipulation wurde im Laufe 
von 30 Minuten dreimal ausgefiihrt. Jedesmal, wenn die Fliissigkeit ab- 
gesaugt worden war, wurden dem Filtrat 5cecm 1°%igen H,O, zugesetzt 
md dieses 30 Minuten stehengelassen. Nachdem die Fliissigkeit das letzte- 
mal sorgfailtig abgesaugt war, wurde das Malz in einen Kolben gegeben 
nd mit 20cem H,O und 5cem 1° iger H,O, iibergossen. Nach Ablauf 
von 30 Minuten wurde die Menge des zersetzten H,O, bestimmt. Daneben 
waren Vergleichsversuche mit der gleichen Malzmenge unter gewéhnlichen 
Versuchsbedingungen angesetzt. 


Tabelle III. 





2 02 ¢ 
Filter 0.2 ¢ Malz 0.2 ¢ Malz + 20 com 


1. Filtrat 2. Filtrat 3. Filtrat + 0 com H,O ' 
Scom Hy Oy H, O + Sccom H,O, 
48 1,1 0.8 7,3 18,6 


Die gréBte Katalasemenge war im ersten Filtrat in Lésung ge- 
gangen, darauf aber verringerte sie sich in der gleichen Zeiteinheit, 
um schlieBlich fast auf Null herabzusinken, wihrend das Malzmehl] 
in dieser Zeit die Halfte seiner zersetzenden Kraft beibehielt. 


Im folgenden Versuch wurde anderes Malz verwandt und die Einwage 
von 1g im Filter dreimal mit 25ccm H,O iibergossen und nach jedem 
Male das Filtrat gesondert abgesaugt. Von jedem Filtrat wurden 10 ccm 
Extrakt genommen, 10cem H,O und 5ccem H,O, zugefiigt, das ganze 
30 Minuten stehengelassen und danach die Menge des zersetzten H,O, 
bestimmt. 

Tabelle IV. 





' 02g Malz + 20 H,O 
1. Filtrat 2. Filtrat 3. Filtrat ak H; Os 2 


15.9 34 1,1 14.1 
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Auch hier sehen wir gerade im ersten Filtrat, ungeachtet 


kiirzeren Beriihrungsdauer mit dem Wasser den héchsten Katalasewer 
wahrend wir in den weiteren Filtraten einen starken Abfall derselbe) 


beobachten. Der Gehalt an zersetztem H,O, im ersten Filtrat weis 
keinen erheblichen Unterschied auf gegeniiber dem in 0.2 g Malz unte: 


gewohnlichen Versuchsbedingungen zersetzten H,O,. 


Eine etwas eigenartigere Einwirkung des Wassers auf die Katalas 


beobachten wir bei Anwesenheit eines Antisepticums. Als solche: 


verwandten wir bei unseren Versuchen das Toluol, wovon wir sowo! 
nach Wasserzusatz als auch nach Hinzufiigen von H,O, je zwei Tropfe: 
hineingaben, wahrend im iibrigen die Versuchsbedingungen die gleiche) 
blieben. 

Tabelle V. 


0,2 g¢ Malz + 20cem H,O + 5cem 1%igen H,O,. 





2 Tropfen Toluol > Tropfen Tolu 


Nr. Benennung des Malzes Ohne Toluol vor Ho. des eects Ciinuteenes 
1 Lufttrocken Nr. 1. . . 17,2 20 20,7 
2 . oh See 15 17,5 18,3 
3 * Se 13,2 13,9 14.5 
4 » << ey 16,3 17,2 17,2 


In beiden Fallen konstatierten wir einen leichten Anstieg de- 
zersetzten H,QO,. 


In unserer ersten Arbeit! stellten wir bereits den EinfluB de 
Extraktionsdauer auf die katalytische Fahigkeit der Malzkatalase fe~= 
wobei wir erwahnten, daB diese von verschiedenen Faktoren, vo 
allem auch von Temperaturverhaltnissen beeinfluBt wird. Die §: 
forschung des Temperatureinflusses wurde bei 0°, bei Zimmertemperat\ 
und bei 35°C ausgefiihrt, und zwar wurden die Versuche gleichzeiti 
angesetzt. 


Nach Ablauf einer gewissen Frist wurden die bei Zimmertemperat! 
und bei 35°C gehaltenen Versuchskolben fiir 15 Minuten auf Eis gesetz! 
worauf in alle drei Kolben je 5ccm 1° igen H,O, getan wurden. Allen dr 
Temperaturen wurden die Versuche 1 und 4 Stunden ausgesetzt. 


Wie aus der nachstehenden Tabelle ersichtlich, verandert sic! 
unter dem Einflu8 der Temperatur die Wirkung des Wassers auf dix 
Katalase recht erheblich, indem deren zersetzende Fahigkeit be: 
steigender Temperatur stark herabgesetzt wird. Der Grad dieser Hera! 
setzung hangt allerdings auch von den individuellen Eigentiimlich 
keiten des betreffenden Malzes ab. Ein Vergleich der Befunde in bezug 


' Diese Zeitschr. 204, 389, 1929. 
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Tabelle VI. 


0.2 g¢ Malz + 20cem H,O + 5cem 1° ,iger H,O,. 





= 0° C Zi ’ = 35°C 
a Benenaues T 0° ¢ : Zimmortomporater 7 35° ¢ 
des Melzes = nach 1 Std. nach 4 Std. nach 1 Std. nach 4 Std. nach 1 Std. nach 4 Std 
Malz Nr. 1 18.5 15.2 14.8 10.3 6.9 3.9 
2 a — 14.05 12. 7.3 5.0 


wif die Zersetzungsfahigkeit ergibt jedoch einen Unterschied um das 
Zwei- und selbst um das Dreifache. 


Im niachstfolgenden Versuch wird dargelegt, in welchem Mabe 
las Rithren des Gemisches den Proze der vom Wasser ausgeiibten 
Wirkung beschleunigt. In die das Malz-Wassergemisch enthaltenden, 
konusférmigen Kolben wurde ein Riihrer eingefiihrt, der vermittelst 
emes Elektromoters von 2 Volt in Bewegung gesetzt wurde. Nach 
\blauf eines bestimmten Zeitraums wurde das Riihren eingestellt und 
len Mischungen H,O, zugesetzt Parallel liefen gleiche Versuche, 
doch ohne Riihren. 


Tabelle VII. 





0,22 Malz 20 cem H,O 5cem 1 °siger H,Q,. 
Ohne Stehen Ohne Ruhren Mit Rubren 
2g Malz + 20 ccm H,O 
S5com H,O, nach 1 Std nach 3 Std nach | Std nach 3 Std 
15.1 12.4 11.6 11,7 9,2 


Infolge der durch das Riihren bewirkten Beschleunigung des 
Prozesses wird die H,O,-Zersetzung herabgesetzt. Um sich ein Urteil 
dariiber zu bilden, inwieweit sich die Wirkung des Wassers auf die in 
Lisung gegangene Katalase, wie auch auf die noch ungelést im Malz- 
mehl verbliebene erstreckt, wurde ein Versuch in nachstehender An 
ordnung angestellt: 


Es wurden Gemische von 0,4 g¢ Malz mit 40 ccm Wasser vorbereitet, 
einige von ihnen wurden 4 Stunden stehengelassen, andere dagegen I Stunde, 
wieder andere nur so lange, wie das Malz dessen benétigte, um sich nach 
erfolgtem Umschiitteln wieder zu setzen. Die dazu erforderliche Zeit wurde 
verzeichnet, um bei den iibrigen Versuchen zwischen Umschiitteln und 
Entnahme der Probe die gleiche Frist einzuhalten. Nach eingetretenem 
Niederschlag wurden vermittelst einer Pipette von jedem Versuch je 20 cem 
Fliissigkeit in einen anderen Kolben gebracht. Auf diese Weise trennten 
wir die durch Extraktion in verschiedenen Zeitraumen gewonnenen Filtrate 
von dem Mehle, das die gleiche Zeit dem Wasser ausgesetzt war. Jeder der 
erhaltenen Proben wurde Wasserstoffsuperoxyd zugefiigt, worauf nach 
30 Minuten langem Stehen die Titration erfolgte. 
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Tabelle VIII. 
0.4g¢ Malz + 40cem H,O. 





15 Min. nach dem 1 Std. 15 Min. mach dem 4 Std 15 Min. nach cde 


Vermischen Vermischen Vv (ormiochen 
Benennung me or view Ghee | 
Nr. des 3§ ~ ° 35 - s <3& . _ 
Malzes = 30 Ss 3 = 30 54 ss = 20 5 oo 
wat = es | uxt = ea gs) Ss = 
ey RA | 8 ST Re Se Ss | ad | 52 
— S — 
Malz A 32,7 16.9 15, 33,7 17,9 15.8 28 18,3 1) 
2 » B ' 206 | 20 126 206 86 | 120 | 17 8.0 y 


Der in der obigen Tabelle angegebene Unterschied in der durch 
04g+ 20cem H,O und durch 20cem Extrakt zersetzten Menge 
H,O, zeigt, daB durch Stehen die katalytische Fahigkeit nicht nur im 
Extrakt, sondern auch im Malzmeh! herabgesetzt wird. 


Die nachstehenden Versuche galten der Feststellung der Beein. 
flussung des Malzes durch Wasser bei verschiedener Beleuchtung, und 
zwar bei Tageslicht, bei elektrischer Beleuchtung und im Dunkeln (in 
letzterem Falle wurden alle vorbereitenden Manipulationen bei rotem 
Lichte ausgefiihrt, nach deren AbschluB das Licht ausgeschaltet und 
die Versuchskolben im Dunkeln belassen wurden. 


Tabelle IX. 
0,2 ¢ Malz + 20cem H,O + 5cem 1%iger H,O,. 
Malz Nr. 5. 





Sotortiger as von | Zusatz von | Zusatz von Zusatz von 
Versuchsbedingungen Zusatz von H, O02 H, 0, H, 0, 
H, O und Hy O, nest’ Sed. | nosh®s fea. | noch? Bed. | mont? s Sea 
Tageslicht. ..... 11,2 13,5 11,3 10,1 11,7 
Elektrisches Licht . . 11,8 13.9 - -- 11 
Dunkel . . 12.6 14.3 12,5 13,3 13 


Wasser und Hy Oy bei 
Licht zugefiigt; im 





Dunkeln gestanden . 12,2 13,8 13 12,7 12.1 

, Sofortiger Zusatz von Zusatz von 
Benennung des Versuchs- Pea <a 1,0. H,O» 

Malzes bedingungen 44.0 und H,Q | nach I Std. nach 4 Std 
— . { Tageslicht 15,2 15,4 12.4 
Mals Nr. 6 | Dunkel 16 16.5 13,1 
7. | Tageslicht 9,6 8.6 8.0 
” ” | Dunkel 10,3 10,6 9.3 


Samtliche Versuche wurden mehrmals nachgepriift, wobei sich 
immer wieder die gleichen Resultate ergaben. Es stellte sich heraus 
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lai nicht nur das Tageslicht, sondern auch das elektrische die von 
ier _Einwirkung des Wassers auf die Malzkatalase abhingigen Prozesse 
peschleunigt 





Eine Reihe von Versuchen zeigte auch, dab eine derartige be- 
vhleunigte Wirkung des Wassers auf die Katalase selbst bei sehr 
surzer Belichtung statthat. Es geniigt bereits, das Wasser dem Malz 
ei Lichte zuzusetzen, um an dem im weiteren Verlauf bei vélligem 
Dunkel ausgefiihrten Versuch durch den voriibergehenden Einflub des 
Lichtes bewirkte Veranderungen zu beobachten. 

Tabelle X. 

Wasserzusatz bei Licht, Wasserzusatz bei rotem Licht, 
Stehen im Dunkeln Stehen im Dunkeln 

Benennung des Malzes Zusatz von Zusatz von Zusatz von Zusatz von 
H,O» H, 0, H, Og H, O, 

nach | Std nach 3 Std nach | Std. nach 3 Std 

2 re 10,2 8,6 12.0 10,8 
a ere 14.0 12,8 16,0 14,6 
: Me eee 13,8 12,7 14,3 13,3 


Nach Feststellung simtlicher unter Einwirkung des Wassers die 
Abnahme der Zersetzungsfahigkeit der Katalase bewirkender Faktoren 
war es von Interesse klarzulegen, inwieweit diese Wirkung von der 
Dauer der Extraktion abhingig ist. Die Versuchsbedingungen waren: 
Streulicht bei Tage, Zimmertemperatur mit leichten Schwankungen bei 
Beginn und gegen Ende des Versuches. 


Tabelle XI. 
0,2 g¢ Malz + 20cem H,O + 5cem 1°%igen H,O,. 





Sofortnach § §& § s —Es § £ gs ¢ £ 

Wasser. > > > > 2 - Se | ° se 

Benennung des Malzes zusatz Hine 2 3<s 2 SF 3 “3 s=S 
zutiigung sx4 $x=4 sx=< srs 2x4 2x=< 

von H,0O, 3 «& 3 3 2 3 2s 2 8  o 

Me N e N c N co N c N c N c 

Lufttrocken Nr. la 11.5 14.3 13 13,7 12.1 11,0 
a » 28 2,3 23.1 21. 29,0 18,2 16.2 16,1 

“ . 4a 22.4 23.8 27,2 25 24,7 25,0 23.9 


Die Einwirkung des Wassers kommt nicht gleichmaBig zum Aus- 
druck, wie auch der Abfall der zersetzenden Fahigkeit kein gleich- 
maBiger ist. Nur eines ist allen Versuchen bei verschiedenen Malz- 
proben gemeinsam: ein Anstieg der zersetzenden Fahigkeit der Katalase 
bis zu einem gewissen Maximum mit sich anschliebendem, wie aus 
den experimentellen Befunden (Tabelle XII) zu ersehen ist, sprunghaft 
erfolgendem Abfall. 
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Tabelle XII. 
0,2 g¢ Malz + 20ccem H,O + 5cem 1° igen H,O,. 








Nr Benennung Sofortiger Nach "Nach Nach Nach Nach 
* des Malzes Zusatz 5 Min. 10 Min. 15 Min. Min. 1 Std 
1 | Malz Nr.1la 11,5 14.3 13,0 13,7 12,i 11 
2 . » 22.4 23,8 27,2 | 258 24,7 23,9 
3 a wa 10,4 14,1 13,1 13,0 12.5 11,5 
Nr Benennung Nach Nach Nach Nach Nach Nach 
‘des Malzes 1t/, Std. 2 Std 21/> Std. 3 Std. 31/, Std. 4 Std 
1 Malz Nr.1la 11 10,5 10,3 8,1 7,5 6.9 
2 i ge 22.5 21,3 20,8 20,8 19,1 19,1 
3 a eae 10,2 10,2 10,0 9,6 8,2 7.8 


Bei allen drei Malzproben tritt in bestimmten Perioden ein 
Hemmung in der Wirkung des Wassers wie auch in der zersetzende: 
Fahigkeit der Katalase ein; eine Weile verharrt sie auf ein und dem 
selben Niveau, worauf wieder Absinken erfolgt, wobei jedoch ein 
sprunghafte Natur desselben sich schwer feststellen l4Bt dank der 
Kompliziertheit des Prozesses und den zahlreichen ihn beeinflussende: 
Faktoren. 

Zusammenfassung. 

1. Die katalytische Wirkung des Malzes ist von der Versuch: 
anordnung abhangig, namlich davon, ob der Malzeinwage zuerst Wasser 
und darauf H,O, zugesetzt wird, oder ob man die H,O,-Lséung au! 
einmal hineingibt. Im ersten Falle wird mehr H,O, zersetzt als in 
zweiten. 

2. Die zersetzte H,O,-Menge ist eine wechselnde, je nach den 
Flissigkeitsvolumen und der H,0,-Konzentration. Bei schwache: 
H,0,-Konzentration und verringertem Fliissigkeitsvolumen (0,5 bis 
0,23 °.) zersetzt die gleiche Menge Malz mehr H,0,; bei héheren Kon 
zentrationen (1 bis 2°.) bewirkt die Verringerung des Wassergehalts 
sogar eine leichte Herabsetzung des zersetzten H,O,. 


3. Der ProzeB der Katalaselésung im Wasser volizieht sich nicht 
gleichmaBig. Die gréBte Menge geht sofort nach Wasserzusatz zum 
Malz in Lésung, darauf sinkt sie fast bis auf Null, waihrend im Malz 
mehl noch eine geniigende Katalasemenge enthalten ist. Die Zer 
setzung des H,O, vollzieht sich sowohl auf Kosten der in Lésung ge 
gangenen als auch der im Malzmehl verbliebenen Katalase. 


4. Der Zusatz eines Antisepticums (Toluol) hat eine leichte Ex: 
héhung der H,O,-Zersetzung durch das Malz 2ur Folge. 


5. Die andauernde Einwirkung des Wassers verringert die zer 


setzende Fahigkeit der Katalase, die Wirkung des Wassers erstreck' 
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, nicht bloB auf die in Lésung gegangene Katalase, sondern auch 
die im Malzmeh! zuriickgebliebene. Diesen ProzeB beschleunigende 
—8faktoren sind: hohe Temperatur beim Extrahieren, Licht und Um. 
rihren 
6. Die Wirkung des Wassers léuft nicht gleichmaBig ab: in der 
rsten Zeit beobachten wir ein gewisses Maximum der zersetzenden 
Fihigkeit, die bei andauernder Beriihrung des Wassers mit dem Malz 
ibsinkt. Die angefiihrten experimentellen Daten berechtigen uns, von 
einem sprunghaften Abfall der vom Wasser beeinfluBten, zersetzenden 
Fihigkeit des Malzes zu sprechen. 
7. Eine derartige Wirkung des Wassers auf die Malzkatalase 
yestattet die Annahme einer analogen Beeinflussung auch der iibrigen 


Fermente des Malzes. 
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Uber eine weitere Eigenschaft der Malzkatalase. III. 


Von 


M. 0. Charmandarjan. 


(Aus dem anorganisch-chemischen Laboratorium des landwirtschaftlic!, 
Forschungsinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1929.) 


In jedem Samenkorn vollziehen sich im Liegen, allerdings iiberau: 
Jangsam, kaum wahrnehmbare physikalisch-chemische Prozesse. Dj 
gleichen Vorgiinge werden auch im Malz beobachtet, in dem auf kiinst 
liche Weise, durch Trocknen, die Lebensprozesse zum Stillstand gx 
bracht wurden. In erster Linie miissen die in Rede stehenden Prozess 
an den beim Keimen der Gerste sich entwickelnden Fermenten zun 
Ausdruck kommen. Als Untersuchungsobjekt benutzten wir bei unsere: 
diesbeziiglichen Experimenten die Katalase. Die Bestimmung de: 
Katalase erfolgte auf folgende Weise: eine Einwage von 0.2 g Ma! 
wurde sorgfaltig zerkleinert und durchgesiebt, darauf mit 20 cen 
Wasser tibergossen. Diesem Gemisch wurden 5 ccm 1° igen H,O, 21 
gesetzt und danach das Ganze 30 Minuten lang stehengelassen. Hierau! 
wurde es gegen n/10 KMnO, in Gegenwart von Schwefelsiure titriert 
Gleichzeitig wurden Kontrollversuche unter gleichen Versuchsbedin 
gungen mit durch 5 Minuten langes Sieden im Wasserbad inaktivierte: 
Malz ausgefiihrt. Der Unijerschied zwischen dem bei Titration des 
inaktivjerten Malzes und des aktivierten verbrauchten K MnO, 
Kubikzentimetern ausgedriickt, diente als relativer MaBstab fiir de: 
Katalasegehalt. An Hand der ersten Versuchsserie suchten wir 71 
ermitteln, ob in der Katalase sowohl des ganzen als auch des zermahlene: 
Kornes bei anhaltendem Liegen irgendwelche Veranderungen vor sic! 
gehen. Zu dem Zwecke griffen wir einige Malzproben heraus und be- 
stimmten in jeder derselben nach dem oben angegebenen Verfahre: 
zunachst den Katalasegehalt, worauf das Mehl wie auch das ganz: 
Korn 6 Monate lang stehengelassen wurde. Nach Ablauf dieser Frist 
wurde von neuem die Katalase im Mehl und im frisch gemahlene: 
Korn bestimmt. 
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Tabelle I. 
tliche Proben wurden in Biichsen mit angeschliffenen Stépseln auf- 
wahrt. Der relative Wert der Katalase ist in Kubikzentimeter n/10 
K Mn O, ausgedriickt. 





Sofort nach Her Nach 6 Monaten 
Nr Benennung des Malzes stellung und 
Trocknen Im Mehl Im Kort 
I Lufttrocken Nr. 1 18.5 5 12.9 
2 x ‘ 2 2 6 S.4 
} .  - 13.8 4,1 U4 
4 , % 2.6 45.3 10.0 


Die weitgehendste Herabsetzung der Katalase wurde bei zer 
ahlenem Korn nachgewiesen. Hier ging der ProzeB des unter Ein 
virkung dieses oder jenes Faktors sich vollziehenden, allmahlichen 
atalaseschwunds schneller vonstatten als im ganzen Korn Der 
ProzeB als solcher lauft sehr langsam ab und es schien uns von Interesse 
inen Charakter eingehender zu erforschen. Zu diesem Zwecke be- 
eiteten wir Malz von zweierlei Gerste. die an der Luft getrocknet 
nd darauf zu Mehl gemahlen wurde. Dieses Malzmehl wurde , in 
Biichsen mit angeschliffenen Stopfen geschiittet oder in Kristalli- 
atoren und darin unter verschiedenen Bedingungen aufbewahrt 
ach 5 Tagen wurde die erste Katalasebestimmung ausgefiihrt, die 
m Laufe einiger Monate in bestimmten Zeitabstinden von einer Reihe 


nderer gefolgt war. 
T abe lle ll. 








Malz Nr. |. 
\ufbewahrungsbedingungen 14, 1X 8. X 23.X. W.Xi 2 XI 19. Xi 
dunklen Glase im Finstern ‘ 158 202 122 13,08 11,88 10,17 
. bei Licht 14.6 184 10,4 13,68 11,22 99 
hellen - ze Re — 14,7 17,1 10,2 13,6 10.89 9.9 
Vakuum aber HgSO, bei Licht 7,7 9,8 ,- 
hne . - 9.3 10.4 4.44 5.4 
Malz Nr. 2. 
Autbewahrungs- , 2 yy . , , 
bodianmen 141X.| 8X. 23.X.) .X0 2X. 19. XN. 24. XI) 3.1 13.1 


dunklen Glase 


im Finstern . 161 205 94 14.52 9.79 837 : 953 — 
m dunklen Glase 

m Licht. . 15.45 19,7 11,1 14521913 858 727 10388 9.33 
i hellen Glase bei 

Licht ... 16,0 18.9 98 13.44 889 8.79 9,2 


n Vakuum iber 

H,SO, bei Licht 9.1 7,7 — 
ihne Vakuum iiber 

H,SO, bei Licht 8,7 7,7 408 3,36 
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Die Veranderungen der katalytischen Wirkung des Malzes aut | 
Wasserstoffsuperoxyd bieten bei beiden Prozessen nahezu das g! 
Bild, abgesehen von einigen belanglosen Abweichungen, die vermut| 
individuellen Eigentiimlichkeiten entspringen. In jeder der Malzary 
ist ein allmahliches Absinken der H,O, zersetzenden Fahigkeit 
selben festzustellen, wobei jedoch dieser ProzeB nicht in ununty 
brochenem GleichmaB vor sich geht, sondern sprunghaft. Wabhr 
der gesamten Beobachtungsdauer wechseln die Perioden des Absink: 
der H,O, zersetzenden Fahigkeit des Malzes mit solchen des Anstiv 
ab, jedoch bei beiden Malzen mit allmahlicher Abnahme dersell» 
Bei diesem periodischen Absinken und erneuten Ansteigen scl 
die Aufbewahrungsweise des Malzes nicht ohne EinfluB zu sein. Hier! 
labt sich im Zusammenhang mit der Aufbewahrungsart, eine gewis 
Reihenfolge annehmen: an erster Stelle steht in rauchfarbenen Biich» 
im Dunkeln gehaltenes Malz, darauf folgt Malz in den gleichen Gefie 
jedoch bei Licht gehalten, und schlieBlich das in hellen Glasern 
Licht aufbewahrte. Uber Schwefelsiiture aufbewahrtes Malz wei 
iiberaus krassen Abfall der katalytischen Fahigkeit des Malzes ay 
der auch vom Aufenthalt im Vakuum kaum beeinflubt wird. Bei 
ersten Malz labt sich bei diesem Verfahren einige Sprunghaftigkeit 
Absinkens konstatieren, die dem zweiten Malze abgeht. Es ist 
zunehmen, da die im Malzmehl sich abspielenden Prozesse in holy 
Grade vom Wasser beeinflubt werden, dessen Abwesenheit wohl au 
die groben Abweichungen in den Veranderungen zuzuschreiben sin 


In den nachstehenden Versuchen verfolgten wir die Veranderung: 
in der katalytischen Wirksamkeit des Malzes bei Kohlendioxydatn 
sphare und iiber Schwefelsiure im Exsikkator. 


Tabelle Ill. 


Beide Malze wurden dunklen Biichsen entnommen. 





Zersetzende Fahig- 


Nr. Seyemaens keit des Ausgangs- Nach 15 Tagen Nach #0 Tage 
malzes 

I Malz Nr. 1 18.4 7,08 5,4 

2 - i ae 20,5 6.96 6,12 


Wenn wir obige Tabelle mit den vorhergehenden vergleichen, 
ergibt sich, daB in CO,-Atmosphare das Absinken der katalytische 
Fahigkeit ein wenig langsamer erfolgt als in gewéhnlicher Luft. 


Des weiteren suchten wir das Verhalten tiber H,SO, aufbewahrt: 
Malze festzustellen, nachdem sie aus dem Exsikkator in gewoéhnlic! 
Aufbewahrungsbedingungen tibergefiihrt worden waren. 
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Tabelle IV. 





Vor Enatnahme 
aus dem 20. XI 2. Xl 18. XII 1 


Exsikkator 


Malz Nr. 1 

a) Aus dem Exsikkator 
tiber H,SO,. . . . 5.4 4 5.06 5.33 

b) Bei COg-Atmosphare 
iiber H,SO,. . : 5.4 7,2 7.4 7.06 


Malz Nr. 2 
i.) Aus dem Exsikkator 
fiber H,SO,. . . . 5.36 5.1 3,96 4,58 5,26 


b) Bei COg-Atmosphare 


iiber HygSO,. . . 6,12 7,00 6,05 5,8 6,02 


10 Tage nach Uberfiihrung der Malze aus dem Exsikkator in 
wohnliche Verhaltnisse wurde die erste Katalasebestimmung vor- 
nommen. Alle Proben wiesen eine geringe Vermehrung der Zer- 
tzung des H,O, auf, mit Ausnahme des Malzes Nr. la. Die weiteren 
Matalasebestimmungen ergaben die gleichen Verianderungen wie alle 
brigen Malze. Es wird in wiederholtem Wechsel Absinken und nach- 
lgendes Ansteigen der katalytischen Wirkung beobachtet. 


Zusammenfassung. 


1. Bei andauerndem Liegen biibt das Malz nach und nach die 
ahigkeit ein. H,O, zu zersetzen. Dieser ProzeB vollzieht sich bei 
ermahlenem Korn schneller als bei ganzem. 

2. Der die katalytische, H,O, zersetzende Fahigkeit des Malzes 
erabsetzende ProzeB lauft nicht gleichmaBig ab, in gewissen Zeit- 
iumen erfolgt Anstieg der katalytschen Fiahigkeit, abgelést von 
whfolgendem Abfall. Die allmaihliche Verminderung des Katalase- 
ehalts erfolgt sprunghaft. ; 

3. Die Art der Aufbewahrung (Licht oder Dunkel) spielt eine 
ewisse Rolle. Uber H,SO, nufbewahrte Malze zeigen starken Abfall 
ler katalytischen Fahigkeit. 

4. Das Absinken der katalytischen Fahigkeit vollzieht sich bei 
‘O0,-Atmosphare langsamer als in gewohnlicher Luft. 








Uber die Malzamylase. V. 


Ve mm 
Th. Sabalitschka. 


Bestimmung der dextrinierenden und verzuckernden Wirkuny 
der Amylase und Vergleich beider Wirkungen’. 


Von 
Th. Sabalitsehka und R. Weidlich. 


(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Februar 1929.) 


Die Beobachtung der Einwirkung von Amylase auf Starke |abr 
zumindest eine dreifache Wirkung der Amylase erkennen: Zunachst 
wird der Starkekleister verfliissigt, dann geht das Blau der mit Jod 
versetzten Stairkelésung in Violett, Rot, Braun und Hellgelb iiber 
wahrend man gleichzeitig eine starke Zunahme des Reduktions 
vermégens des Reaktionsgemisches feststellen kann, das durch di 
Anreicherung an Maltose bedingt ist. Grob umrissen ist somit di 
allgemein angenommene Reaktionsstufenfolge Starkekleister — |is 
liche Starke —> Dextrin—> Maltose. Die ihr entsprechenden Tei! 
prozesse nennt man 

Verfliissigung — Dextrinierung Verzuckerung. 
Unter Dextrinierung ist nicht nur die Entstehung der Gesamtheit de 
Dextrine, sondern auch deren Umwandlung ineinander und ihr weitere: 
Abbau zu verstehen 

Man hat somit verschiedene Méglichkeiten, die amylolytiscl 
Wirkung zu messen; man kann entweder die verfliissigende oder di: 
dextrinierende oder die verzuckernde Wirkung feststellen. Die erste 
beiden Arten der Ermittlung der amylolytischen Wirkung beobachte! 
somit die Verinderung des Ausgangssubstrats, der Starke, die letzt: 
Art verfolgt die Bildung des Hauptprodukts der Starkespaltung. der 
Maltose. 


! Mitteilungen I bis IV, Fermentforschung 8, 428 bis 473, 1925. 
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Methoden der Beobachtung der ersten Verdinderung des Ausgangs- 
substrats sind die von Lintner-NSollied', Pollack*, T.Chrzaszez und 
\. Pirozek® und U. Olsson*; wihrend diese Methoden sich der Starke als 
Substrat bedienen, benutzt die ebenfalls hierher gehérende Methode von 
P. Rona und C. van Eweyk® Glykogen. Die weitere Verainderung der Starke, 

Verlauf des mittleren Teiles der Starkespaltung, das Dextrinstadium 
erfolgt die Methode von Wohigemuth®. Das Hauptprodukt der Amylolyse, 
lie Maltose, bestimmen die Methoden von Lintner und Wirth’, Sherman, 
Kendall und Clark*® und R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und Albert 
Rk. F. Hesse*. 

Die letztere Feststellung der amylolytischen Wirkung_liefert 
iemlich genaue Zahlenwerte, welche die verzuckernde Wirkung und auch 
lie praktische Gesamtwirkung der Amylase gut definieren lassen. 
Diese Methode sagt aber iiber die anderen bei der Amylolyse sich be- 
tatigenden Wirkungen der Amylase, der verfliissigenden und dextri- 
nierenden nichts aus, wie auch andererseits die fiir jene Wirkungen 
vorgeschlagenen Bestimmungen die verzuckernde Wirkung nicht 
erkennen lassen, aber auch nicht die Gesamtwirkung. Dab z. B. gerade 
die an sich interessante Verfolgung des Dextrinierungsstadiums durch 
die Jodfarbung nach Wohlgemuth zur ganz falschen Beurteilung der 
amylolytischen Gesamtwirkung fiihren kann, haben schon UH. Liiers 
und W. Wasmund™ betont und ist auch von uns in noch zu berichtenden 
Versuchen festgestellt. So kann bei Stérungen des normalen Verlaufes 
der Amylolyse die Blaufirbung mit Jod sehr lange bestehen bleiben 
und man daher auf eine starke Herabsetzung der amylolytischen 
Wirkung schlieBen, wahrend die Bildung von Zucker nur eine geringe 
Verzogerung gegeniiber der normalen Amylolyse zeigt. Die Gefahr 
einer derartigen falschen Beurteilung der amylolytischen Wirkung 
besteht immer, wenn man nur eine ganz bestimmte Jodfarbung zur 
Beobachtung der dextrinierenden Wirkung heranzieht. So legten 
z. B. T. Chrzaszez und 8S. Pierozek ihren Versuchen nur das Auftreten 
der Endfarbung und K. Sjéberg und E£. Erikson™ das Auftreten einer 
bestimmten Zwischenfarbung zugrunde. Um die dextrinierende Wirkung 
der Amylase genauer zu erkennen, ist es vielmehr notwendig, das 


Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 26, 329, 1903. 
Wochenschr. f. Brauereien 1903, S. 595. 
Zeitschr. f. Spir.-Ind. 33, 66, 1910. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 29, 1923. 
Diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 
Ebendaselbst 9, 1, 1908. 

Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 31, 421, 1908. 
Journ. Amer. chem. Soc. 82, 1082, 1910. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
Fermentforschung 5, 187, 1922. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 118, 1924. 
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Eintreten mehrerer aufeinanderfolgender Farbungen zu _beobachten 
so kann man den Verlauf der Dextrinierung verfolgen, ebenso wie man 
den Verlauf der Verzuckerung durch eine Anzahl wahrend der Amyloly se 
ausgefiihrter Zuckerbestimmungen beobachten kann. Erst bei | 
nutzung eines solchen Verfahrens ist es méglich, die damit erziec|tey 
Ergebnisse fiir die Dextrinierung mit der Verzuckerungskinetik 2 
vergleichen und aus dem Vergleich Schliisse auf die Zusammensetziing 
der Amylase zu ziehen, wie das bereits der eine von uns (Th. Sabalitschha 
gemeinsam mit C. Schulz an Kurven der Dextrinierung und Ve 
zuckerung tat. Fiir die von uns beabsichtigte Fortsetzung jener Unter 
suchungen erstrebten wir eine noch einfachere Vergleichsméglichkei: 
dieser beiden Amylasewirkungen; wir arbeiteten daher eine Method 
aus, das Verhaltnis der beiden Wirkungen durch eine einzige Zahl zun 
Ausdruck zu bringen, und gingen dabei von léslicher Stirke aus. 
Wie Wohlgemuth, verfolgten auch wir die Dextrinierung mit Hilf 
der auf Zusatz von Jod eintretenden Farbung; wir stellten eine nev 
Farbenskala unter Benutzung organischer Farbstoffe auf und ve 
wendeten zur Ermittlung der dextrinierenden Wirkung nur di 
charakteristische V« der Farbung zwischen Blau und Rot 
Fiir die Verfliissigung .u. aie Verzuckerung ist nachgewiesen, dal 
ihr Verlauf dem einer monomolekularen Reaktion nahe kommt. Wi 
nahmen einen solechen Verlauf auch fiir die Dextrinierung an und 
paBten diesem Verlauf die Farbenskala an, die zur Verfolgung der 
Dextrierung dienen sollte. Mit Hilfe dieser Skala laBt sich die ,,Reaktions 


l a 
konstante der Dextrinierung nach der Gleichung k = : log 
a 


ermitteln. Es ist dabei aber zu beriicksichtigen, dai die einzelnen 
Jod-Dextrinfirbungen nicht echte zahlenmaBig ausdriickbare Umsatz 
werte einer chemisch genau definierten Reaktion sind; solange dir 
Spaltung der Starke nicht geniigend bekannt ist, mu8 man auf solch: 
Weise versuchen, einen Ausdruck fiir die Geschwindigkeit der Reaktion 
eine Art Reaktionskonstante zu finden. Immerhin ist es so méglich 
den Rhythmus der Dextrinierung zu ermitteln und die Rhythmen 
der Dextrinierung verschiedener amylolytischer Reaktionsgemiscl 
untereinander zu vergleichen, ferner die Kinetik der Dextrinierung 
mit der Kinetik der Verzuckerung des einzelnen amylolytischen 
Reaktionsgemisches in Beziehung zu bringen. Da’ die Annahme 
einer monomolekularen Reaktion fiir die Dextrinierung im Amylo- 
dextrin-Erythrodextrinstadium, welche unserer Methode der Er- 


mittling der Dextrinierungskonstante zugrunde liegt, nicht nur eine 


hypothetische Voraussetzung sein diirfte, ergibt sich aus der Tatsach: 
daB wir bei den hier und spater zu berichtenden Versuchen mit ganz 
verschiedenen Amylasepriparaten bei Benutzung unserer Farbenskal« 
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stets einen dem monomolekularen Reaktionsverlauf entsprechenden 
thythmus der Farbanderung zwischen Blau und Rot, wie bei der 
Normalamylolyse, also Konstanz des so ermittelten Reaktionskoeffi- 
ienten der Dextrinierung fanden. Wenn wir aber durch besondere 
Umstande den Rhythmus gestért hatten und so nach unserer Methodik 
keine konstanten Reaktionskoeffizienten mehr erhielten, traten ahnliche 
Erscheinungen auch bei der Verzuckerung ein. Fiir die Verzuckerung 
wurde die Reaktionskonstante nach den Angaben von R. Willstdtter, 
PE. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse ermittelt. 


Die Farbenskala stellten wir mit Hilfe einer ,,.Normalamylolyse* 
wf, wobei wir die Gleichung der monomolekularen Reaktion zugrunde 
legten und die Reaktionskonstante k, = 0.01 wahiten. Die Versuchs- 
wnordnung der ,,Normalamylolyse*’ war so gestaltet, dab die Reaktions- 
konstante der Verzuckerung k, unter denselben Bedingungen ebenfalls 
ungefahr 0.01 betrug. Der fiir die monomolekulare Reaktion berechnete 
Koeffizient der Verzuckerung war ziemlich konstant bis zu einer 40 ° igen 
Maltosebildung aus der vorhandenen Starke, was in Ubereinstimmung 
mit der Beobachtung von R. Willstdtter, “ Waldschmidt-Leitz und 
1. R. F. Hesse’ bei Pankreasamylase st stieg der Koeffizient 
etwas an, um gegen Ende der Maltosebilduny wieder zu fallen. Diese 
Beobachtung war bei allen unseren Versuchen mit normalem Verlauf 
der Amylolyse zu machen. Sie deckt sich auch ganz mit den Ergeb- 
nissen von H.v. Euler und O. Svanberg? bei Starkehydrolyse durch 
Malzamylase. Die Verzuckerungskonstante wurde nur aus den in 
naher Ubereinstimmung stehenden Koeffizienten bis zur 40° igen 
Maltosebildung berechnet. 


Bis zur 40°. igen Maltosebildung ist die Dextrin-Jodfirbung rein 
blau, von da ab verandert sich bei der Normalamylolyse die Farbung 
allmahlich. Bei Stérung des normalen Stirkeabbaues bleibt die blaue 
Firbung noch linger bestehen, woriiber noch berichtet werden soll. 


Die nunmehr mégliche zahlenmaBige Erfassung der Dextrinierung 
und der Verzuckerung diirfte die amylolytische Wirkung noch besser 
erkennen lassen als die bisher angewandten Methoden. Auch diirfte 
jetzt ein Vergleich der dextrinierenden und verzuckernden Wirkung 
durch das Verhaltnis der jeweils gefundenen Konstanten &k, : k,. fiir 
das sich bei unserer Methode und normaler Amylolyse ein Wert von 
ungefahr 1 ergibt, eher erkennen lassen, ob die Dextrinierung und die 
Verzuckerung durch zwei verschiedene Enzyme oder nur durch zwei 
verschiedene Wirkungen eines Enzyms bedingt ist. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
2 Ebendaselbst 112, 193, 1921. 





480 Th. Sabalitschka u. R. Weidlich: 


In Tabelle I sind die fiir verschiedene Amylolysen mit normaien 
Verlauf auf diese Weise gefundenen Werte fiir k, und k, und «jj 
Quotienten beider Konstanten angegeben. 


Tabelle I. 





Amylase in 100 ccm k 

Reaktionsgemisch k.. 108 k, . 108 : 
mg ; ka 
3 11,1 10,0 i,l1 
1 2,45 1,95 1,26 
1,5 3,8 3,7 1,03 
2 5,58 4,88 1,14 
3 9,05 9,28 0,98 
4 10,38 9,94 1,04 
4 11,53 10,88 1,06 


Der erste Versuch ist mit derselben Diastase wie die andere 
ausgefiihrt, aber 1', bis 2 Monate friiher als diese; man sieht, da! 
die Wirkung der Diastase waihrend des Lagerns etwas abgenomme: 
hat. Dies ergibt sich auch aus Tabelle II, in welcher die fiir die einzelne: 
Versuche berechneten Quotienten aus k . 10°: Amylasekonzentratio: 
(Milligramm Amylase fiir 100ccm Reaktionsgemisch) zusamme: 
gestellt sind. 

Tabelle 11. 





Amylase in 100 com 3 ; 3 
Reaktionsgemisch k. -10 h y-! 
mg mg Diastase mg Diastase 
3 3,7 3,3 
l 2,5 2,0 
1.5 2,5 2.5 
2 2.8 2.4 
3 3,0 3,1 
4 2.6 2.5 
+ 2,9 2,7 


In Tabelle Il sehen wir beim ersten Versuch eine etwas stirker 
Wirkung der Diastase als bei den folgenden sechs Versuchen.  Fiir 
diese sechs Versuche betragt die Konstante fiir 1 mg Diastase unte1 
den Versuchsbedingungen fiir die Verzuckerung 2,75 (+ 0,25), fiir dis 
Dextrinierung 2,55 (-+- 0,55). Bei Verwendung der kleinsten Diastase 
menge, d.h. bei 1 mg Diastase in 100 ccm Reaktionsgemisch weichen 
die gefundenen Werte am stirksten von dem errechneten mittleren 
Wert nach unten ab. Hier scheint der Rhythmus der Dextrinierung 


und Verzuckerung nicht mehr ganz dem zu entsprechen, welcher 


fiir die als ,.normal* angenommene Amylolyse bestand. Es fehlte auch 
das sonst stets zu beobachtende Ansteigen des Koeffizienten nach der 
iiber 40°, hinausgehenden Maltosebildung. Fiir die Versuche mit 
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emf 1.5 bis 4mg Diastase sind die Konstanten der Verzuckerung und 
lic § Dextrinierung einigermaBen proportional der angewandten Diastase- 
menge. Fiir die Verzuckerung haben bereits H. v. Euler und O. Svan- 
rg’, ferner H. Liiers und W. Wasmund? festgestellt, daB unter be- 
stimmten Versuchsbedingungen die aus der ersten 40°,igen Maltose- 
bildung berechneten Konstanten proportional der Amylasekonzentration 
sind. 

Nach Tabelle I betragt fiir die sieben Amylolysen der Quotient k, /k, 

1.12 (— 0.14) 

Versuche. 
Vorbemerkungen. 
l. Bereitung der Starkelésung. 


Fiir die Versuche diente als Substrat der Amylolysen ,,lésliche Starke 

Verck**, die nach Lintner® durch Behandeln von Kartoffelstarkekérnern 

mit Salzsdure hergestellt wird. Die Starkelésungen wurden ohne vorheriges 

sag Trocknen der Starke bereitet. Der Wassergehalt der Starke betrug 10,49 %,. 
Cl Eine Vortrocknung der Starke, wie sie Ernstrém* vornimmt, wurde unter- 
e} lassen, da trockene Starke infolge starker Wasseranziehung nur mit be- 
sonderer Sorgfalt genau wigbar ist. Der Wassergehalt der benutzten 
Starke blieb iibrigens 11 Jahre lang konstant, wobei die Starke im ver- 
schlossenen Gefa8 aufbewahrt wurde. Eine 1 °%jige frische Starkelésung 


zeigte PR 6,3, die gleiche Lésung 2',fach verdiinnt, also 0,4 °%ig, ergab 
PH 6. W. Windisch und Mitarbeiter’ hatten fiir 2° ,ige Lésung von 
léslicher Starke Merck py 6,2 gefunden. 


Wir wollten die Starkelésungen anfangs gem&i6B den Angaben von 
J. Wohlgemuth® durch langsames Erhitzen Viner vorher mit wenig Wasser 
sorgfaltig angeriebenen Starkesuspension auf dem stark siedenden Wasser- 
bad bereiten. Im Gegensatz zu Wohlgemuth konnten wir aber so mit Merck- 
scher Starke nur eine stark getriibte und absetzende Lésung erhalten, 
die uns fiir kinetische Untersuchungen des Reaktionsverlaufes der Amylo- 
lyse nicht geeignet erschien. Daher war nachzupriifen, ob nicht durch 
eine andere Art des Erhitzens die Starkelésung besser homogen zu erhalten 
ist, ohne daB dabei die Starke selbst irgendwie chemisch verandert wird. 
Ware dies der Fall, so hatte auch das Bindungsvermégen der Starkelésung 
fiir Jod sich 4andérn miissen; daher stellten wir Starkelésungen unter An- 
wendung verschiedener Erhitzungsgrade und verschiedener Zeitdauer des 
Erhitzens her und ermittelten das Jodbindungsvermégen der einzelnen 
i Lésungen. Es zeigte sich, daB auch 5 Minuten langes Kochen in einer 
Porzellanschale iiber dem Drahtnetz oder 2 Minuten langes Kochen in 
einer Porzellanschale direkt iiber der Flamme das Jodbindungsvermégen 
der Starke nicht merklich verandert, daB also wihrend des Kochens keine 
merkliche Aufspaltung der Starke stattfindet. 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 205, 1921. 


2 Fermentforschung 5, 197, 1922. 
| > Journ. f. prakt. Chem. 34, 378, 1886. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 119. 190, 1922. 


ou 


Wochenschr. f. Brauereien 39, 213, 1922. 
® Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
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Daher wurde zur Erzielung einer ziemlich klaren, kaum absetzendr 
Starkelésung stets gleichmaBig wie folgt verfahren: 

Um z. B. eine 1,25°,ige Lésung zu erhalten, wurden 3,491 ¢ wass: 
haltige (= 3,125 ¢ trockene) lésliche Starke Merck in einer Porzellanscha'|e 
in wenig Wasser feinst angerieben, dann etwa 200 ccm Wasser zugefiict, 
das ganze wurde unter standigem vorsichtigen Riihren schnell zum Sied: 
gebracht und 3 Minuten in schwachem Sieden gehalten. Danach gal 
man etwa 50 ccm kaltes Wasser zu, lie unter Umriihren abkiihlen, brachte 
die Lésung in einen Kolben von 250 ccm, kiihlte dort auf 15° ab und fiillte 
auf 250 cem mit Wasser auf. Das Zufiigen von kaltem Wasser direkt nac} 
dem Sieden hat den Zweck, durch schnellere Abkiihlung die Hautche 
bildung zu verhindern. 


2. Bereitung der Diastaselésung. 


Zu diesen und noch zu berichtenden Versuchen benutzten wir zw: 
Lieferungen ,,Diastase absolute Merck“, von denen die eine mit Diastase |, 
die andere mit Diastase 2 bezeichnet sei. Die Konzentrationsangaben de: 
Diastaselésungen beziehen sich stets auf das wasserhaltige Praparat. 
Diastase 1 enthielt 10°, Wasser und 4,71°, Asche, Diastase 2 6,06‘ 
Wasser und 4,88°, Asche; die Asche bestand hauptsachlich aus Phosphat 
Zur Bereitung der Lésung rieben wir die genau abgewogene Diastasemenge 
mit etwas Wasser (je nach der Menge der zu lésenden Diastase mit einige: 
Tropfen oder Kubikzentimetern) unter Vermeidung von Zerstéuben an 
gaben nach und nach Wasser zu und erganzten schlieBlich im MaBkolben 
auf das gewiinschte Volumen; hierauf lieBen wir die Lésung unter wieder. 
holtem Umschiitteln noch mindestens 1 Stunde bei Zimmertemperatur 
stehen und benutzten sie direkt oder nach der Filtration. Th. Sabalitschka 
und C. Schulze hatten ja festgestellt, daB die Filtration die amylolytische 
Wirkung von Diastaselésungen nicht verandert. 

Es war zu priifen, ob die Diastasen nicht Maltase enthalten, die eine 
Stérung der jodometrischen Maltosebestimmung bewirkt hatte. Wiederhol: 
ist ja beim Gerstenmalz eine Maltasewirkung festgestellt, und es ist bei 
derartigen Untersuchungen stets auf Maltase zu achten. Wir wahliten px 
so, daB er dem bisher fiir Maltasen beobachteten Optimum nahe lag, aber 
auch fiir die Wirksamkeit der besonderen von H. Pringsheim und J. Leibo- 
witz? im Gerstenmalz gefundenen Maltase giinstig war, und daB andererseits 
eine Hydrolyse der Maltose durch die Wasserstoffionenkonzentration sicher 
ausgeschlossen war. Wir bereiteten eine 1,591°, wasserfreie Maltose 
und in 100cem 5,6cem sekundaren Phosphat- und 14,4cem_ priméren 
Phosphatpuffer enthaltende Lésung, ferner 1°,ige Lésungen der beiden 
Diastasen; 10 ccm Diastase 1 banden 2,34ccem n/10 Jodlésung, 10 cem 
Diastase 2 banden 1,98 ccm n/10 Jodlésung. Es wurden gemischt 30 ccm 
der Maltoselésung und 20 ccm Diastase 1 bzw. Diastase 2. Zur Titration 
dienten je 5 ccm des Gemisches. Fiir diese berechnet sich der Jodverbrauch 
bei Zusatz von Diastaselésung | zu 3,25 cem, von Diastase 2 zu 3,18 eem; 
Versuchstemperatur 37°, py = 6,6. 

Bei Diastase 1 betrug der Verbrauch nach 100 Minuten 3,24 cem, 


nach 4 Stunden 3,29cem, nach 55 Stunden 3.17cem, bei Diastase 2 


' Fermentforschung 8, 442, 1925. 
* Diese Zeitschr. 161, 456, 1925; vgl. auch H. Pringsheim, B. 57, 
1597, 1924. 
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trug er nach 100 Minuten 3,16ccm, nach 4 Stunden 3,1ll cem, nach 
) Stunden 3,04ccm. Bei langerem Stehen nahmen die aufgenommenen 
ximengen dann allmahlich ab, die Mengen waren aber konstant, wenn 
is Reaktionsgemisch mit Toluol konserviert war. 
Damit ist erwiesen, daB beide Diastasen praktisch frei von Maltase sind. 
Die Verzuckerungsfahigkeit nach H.v. Euler und O, Svanberg', 


Gramm Maltose 
Sf=k ; . wird berechnet unter Einsetzen der praktisch 
Gramm Praparat 
erreichbaren Maltosebildung von 75°, der angewandten Starke ( 71% 
espaltene Starke). Dai dieser Grenzwert fiir Amylasekonzentrationen 
mit nicht zu hohem & fiir die Diastase | zutrifft, zeigen die nachstehenden 
Versuche. Nach Tabelle IV ist Sf fiir Diastase 1 1.54; fiir Diastase 2 
fanden wir Sf 1,49. 
Diastase 2 zeigte in 0,4°,iger Loésung einen py 6,75, in 0,1 °iger 
Losung einen py = 6,35 und in 0,025 °,iger einen py 5,95. py néhert 


sich also in den verdiinten Lésungen der des verwendeten, mit Luft ge- 


sittigten Wassers, der nach J. M. Kolthoff* 5.9 bis 6,0 betragt. 


3. Wasserstoffionenkonzentration und Reaktionstemperatur. 


Die Einstellung des pq geschah mit Hilfe der Pufferlésungen von 
Sérensen, die Bestimmung des pq geschah kolorimetrisch nach Michaelis*. 
Die Beeinflussung des fiir das jeweils verwendete Puffergemisch giltigen 
pu durch die zugesetzte Amylase- und Starkelésung betrug 0,1 bis 0,2. 
py der Reaktionsgemische wurde dem von verschiedenen Forschern ge- 
fundenen optimalen Werte 4,9 bis 5,0 méglichst angepaBt. 

Die Reaktionstemperatur war stets 37° (+ 0,5°); das zur Aufnahme 
der Fermentlésung fertige, gepufferte Reaktionsgemisch brachten wir 
auf eine solche Temperatur 7, das sich nach Zusatz der Fermentlésung 


eine Temperatur ¢ 37° ergab. T wurde berechnet aus der Gleichung 

= (a . 37) (m. 15) 

7 0.5°, worin a das Reaktionsvolumen und m 
a ” 


das Volumen der zuzusetzenden Fermentlésung bedeutet. Das erhaltene 
Reaktionsgemisch wurde im Thermostaten aufgestellt. 


A. Bestimmung der dextrinierenden Wizkung. 

Die kolorimetrische Verfolgung des amylatischen Starkeabbaues 
griindet sich darauf, da} das Zwischenprodukt Erythrodextrin und 
das anschlieBend auftretende Achroodextrin mit Jodjodkaliumlésung 
eine andere Firbung geben als die Amylose und das Amylodextrin; 
die auftretende Farbung hangt von dem Mengenverhaltnis der jeweils 
vorhandenen Dextrine ab. Die Jodkolorimetrie gestattet somit nicht 
die exakte Bestimmung einzelner Dextrine, sondern sie gibt nur den 
jeweiligen Stand ihres Mengenverhaltnisses an. Sie ist somit nur eine 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 112. 193, 1921; 115, 179, 1921; B. 56, 
1753, 1923. 

2 Diese Zeitschr. 168, 110, 1926. 

’ Val. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IILA, S. 495. 
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Vergleichsmethodik, die aber dennoch sehr wertvoll ist, da sie uns eine) 
abweichenden Verlauf der Dextrinierung vom Normaltyp zu erkenne 
gibt. Farbenskalen fiir die kolorimetrische Bestimmung der dextr; 
nierenden Wirkung gaben an Wohlgemuth', O. Lowartz? und Th. Sala 
litschka und C. Schulz*®. Wir benutzten anfangs die von letzteren 
vorgeschlagene Skala, sahen uns aber dann veranlaBt, eine neue Farben 
skala aufzustellen. Einmal sind die bisher benutzten Farbmischung:; 
nicht lange haltbar, ferner war das zu ihrer Herstellung benétigt 
Berliner Blau ,,leicht léslich** im Handel nicht zu haben. Ein nach 
der Angabe von Guignet* hergestelltes Berliner Blau war zwar leicht 
loslich, wenn man beim Trocknen nicht tiber 50° ging, doch gaben div 
bei wiederholter Herstellung erhaltenen Praparate nicht ganz gleic! 
maBige Losungen. 


Bei der Aufstellung der neuen Farbenskala waren wir bestrebt 
liese der Kinetik der Starkespaltung anzupassen. Da sowohl fiir die 
Verfliissigung der Starke wie fiir die Zuckerbildung monomolekularer 
Verlauf bereits festgestellt und fiir die Zuckerbildung auch von uns 
hier beobachtet ist, nahmen wir einen solchen auch fiir die Entstehung 
und den Abbau der Dextrine an und versuchten, unsere Farbenskala 
dieser Annahme anzupassen. Es sollten die bei einer ,,Normalamylolyse’ 
nach bestimmten Zeiten auftretenden Firbungen festgelegt werden 
Bei dieser Normalamylolyse war die Konzentration der Starke und 
Amylase so zu wahlen, daB 1. das Vorherrschen der blauen Jodamylose 
amylodextrin-Deckfarbe sich nicht tiber eine zu lange Zeitdauer erstreckt 
und die gegenseitige Grenzfarbung nicht erst nach sehr langer Reaktions. 
zeit erreicht wird, und 2. die Zeitdifferenz zwischen dem Aufeinander 
folgen zweier deutlich unterscheidbarer Farbungen weder zu_ grol! 
noch zu klein ist. 

Als Stairkekonzentration wahlten wir die schon von Th. Sabalitschku 
und C. Schulze® bei ahnlichen Versuchen als geeignet gefundene von 0,5 °, 
Die dieser Starkekonzentration unter unseren Versuchsbedingungen an 
gepaBte Amylasekonzentration mute erst durch Vorversuche ermittelt 
werden. Wir versuchten anfangs, eine 24teilige Farbenskala zu verwenden. 
und setzten die Grenzfairbung 24. Nach der fiir die monomolekulare 
Reaktion geltenden Gleichung wiirde der Farbung 23 dann fiir die Reaktions 
konstante 0,01, der wir unsere Versuchsbedingungen anpassen wollten 
eine Zeit von 138 Minuten entsprechen. Wir gingen von folgenden 


Reaktionsgemisch aus: 25ccem 1° ,ige Starkelésung + 10cem_  Citrat 
+ 16cem n/10 Salzsiure + (13,4 — 6)cem destilliertes Wasser + 6 cen 


! Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

2 Fermentforschung 3, 241, 1920. 

3’ Ebendaselbst 8, 433, 1925. 

*C. r. Aead. Sciences 108, 178, 1889. 


’ Fermentforschung 8, 445, 1925. 
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oige Amylaselésung. Eine Versuchsreihe mit wechselnden Mengen 
wesetzter Amylaselésung ergab schon ab 2,5 cem Amylaselésung (= 2,5 mg 
\inylase) in 138 Minuten 75 bis 80°, Maltose, berechnet auf die urspriinglich 
handene Starke; bei hdherem Amylasegehalt der Lésung war die Zucker 
iidung in der gleichen Zeit dieselbe, dagegen naherte sich hier die gelb 
raune Dextrin-jod-farbe mehr und mehr der hellgelben Grenzfarbe, ohne 
la3 dabei aber, auch bei den héchsten Amylasezusatzen, die Grenzfarbe 
itsiichlich erreicht wurde oder eine deutliche Nuancierung der Farbung 
m Milligramm zu Milligramm zugesetzter Amylase bestand. Selbst bei 
2”)mg Amylase war die Grenzfarbung noch nicht erreicht. Diese Versuche 
sind somit eine Bestaétigung der Beobachtung von Biltz', wonach die auf 
lche Weise bestimmte Geschwindigkeit der Dextrinierung in der Reihe 
{mylo—Erythro— Achroodextrin abnimmt. Diese Abnahme ist beim 
Ubergang der Amylo- in die Erythrostufe gering bis zu dem Stadium, wo 
it Jodjodkalium eine rein dunkelrotbraune Farbung auftritt, sie wird 
lann weiterhin groB. Da nun aber fiir 3 bis 4mg der beiden Diastasen 
nter sonst gleichen Versuchsbedingungen bereits fiir die Verzuckerung 
ine Reaktionskonstante von 0,01 gefunden wurde und bei zu hohem 
\mylasegehalt die gerade besonders charakteristischen Farbanderungen 
m Amylo-Erythrodextrinstadium unmeBbar schnell durchlaufen wurden, 
<onnten nur kleine Amylasekonzentrationen angewandt werden. 

Wir sahen daher von einer Einziehung der braunen bis gelben 
Farbténe in unsere Farbenskala ganz ab. Wir nahmen eine aus 65 Farb- 
ténen bestehende Skala an, stellten aber nur die zwischen Blau und 
Rot liegenden Farbungen fest und benutzten nur diese zur Bestimmung 
ler sogenannten Reaktionskonstante. Auf das reine Blau der Amylose- 
der Amylodextrin-Jodfarbung verzichteten wir, da das Bestehen 
lieser Farbung ja iiber die Geschwindigkeit der Starkespaltung nichts 
wssagt. Bei einem Zusatz von 1,5 mg Amylase zu obiger Starkelésung 
erlief die Farbenverinderung zwischen Blau und Rot so, daB innerhalb 

bis 1,5 Minuten eine deutlich unterscheidbare Veranderung der 
Farbung festzustellen war. Diese Zeitdifferenz erschien uns fiir die 
Verfolgung der Farbanderung zweckmabig. Durch die Annahme 
von 65 verschiedenen Farbungen war es erméglicht, die Farbungen 
besser zu differenzieren als bisher mit der 18teiligen Skala. In der 
\nnahme, daB® fiir die 65 Skalenteile k stets dasselbe ist, wurde nach 
l a 

ler Gleichung k j log : die zu den x-Werten | bis 64 gehérenden 
Reaktionszeiten bei einer Reaktionskonstante von 0,01 berechnet und 
lann die fiir die errechneten Zeiten bei der Normalamylolyse ein- 
tretenden Jodfarbungen ermittelt. Dab die Annahme eines konstanten / 
fir die ganze Dextrinierung sicher nicht zutrifft, ist schon gesagt; 
la hier nur der mittlere Reaktionsteil, das Amylo-Erythrodextrin- 
stadium, verfolgt werden sollte, stért die Unkonstanz des k im weiteren 


Verlauf der Starkespaltung nicht 


1 B. 46, 1532, 1913. 
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Fiir die ,,Normalamylolyse** wurde folgendes Reaktionsgemisch benwtz: 9" i. 
100 cem 1°,ige Stairkelésung + 20 cem Citrat + 5,3 n/10 HCl + 68,7 ener 5v 
Wasser + 6cem 0,1 °% ige Amylaselésung; py 4,9; 37%. Bei d 
Amylolyse bestand fast 30 Minuten lang eine rein blaue Farbung. i) 
nach 30 Minuten war eine Veranderung der Farbe deutlich zu erken: . 
en . ° — "a . . . y nonudg 
nach 45 Minuten war die Farbung rotbraun. Tabelle I gibt die mit Hilfe -_ 
vorstehender Gleichung fiir die Skalenteile 33 bis 42 geltenden Zeiten «: 
wobei a 65 und k 0.01 gesetzt ist. 
‘cm M. 
 - 
Tahelle 7. 
Sat 
f : t Konzen 
Skalennummer Skalennummer ~ 
Min Sek Min. Sek mdglich 
farbe h 
33 30 47 38 38 10 leutlicl 
34 32 10 39 39 47 Amyto- 
konstar 
35 33 35 49 41 30 Die so 
36 35 03 41 43 16 wie die 
- : . - ai rschl 
37 36 35 42 45 07 ” | 
wenn s! 
ist die | 
Die fiir die in der Tabelle I unter ¢ angegebenen Zeiten gefundenen§f Zeit ar 





Farbungen wurden kiinstlich nachgeahmt und mit den dazugehdrendenff yerhin« 


Skalennummern 33 bis 42 bezeichnet. Zur Erzeugung der natiirliche:§f jjgung 
Dextrinjodfarbung versetzten wir stets 10 com des amylolytischen Reaktions- losunge 


gemisches mit 2cem Jodjodkaliumlésung, welche in 1000 Teilen Wasser Lasung 


2 Teile Jod und 4 Teile Jodkalium enthielt; war die Farbung zu stark B jat im 
so verdiinnten wir zur Authellung mit Wasser, dabei wird zwar die Intensitii: ‘s 
der Farbe veraindert, nicht aber ihre Ténung. Zi 

Zur Festhaltung der natiirlichen Farbung benutzten wir Farbstofi des at 
lésungen. Von den verschiedenen versuchsweise angewandten Farbstoffe Jodlés 
erwiesen sich nur brauchbar und zugleich véllig geniigend fiir die Erzieluns§} Skala 
der gewiinschten Farbnuancen: Methylenblau (BB Cassella Nr. 659 deff keiten 


Farbstofftabellen von G. Schultz!) und Safranin (F. F. extra Bayer Nr. 679 ant die 


1. Methylenblau: 0,200 g werden unter Zufiigung von 5cem 85 °Jiger ofer 3 
Ameisensiure im MeGkolben zu 100 ccm destilliertem Wasser gelést un Farbu 
o . . > > : arbu 

der Lésung 5 Tropfen Chloroform zugegeben. Von dieser Lésung wird J 
eine Verdiinnung | — 4 hergestellt und diese Verdiinnung zur Bereitung§ Verset: 
der Farbmischungen benutzt. amylo 
2. Safranin: 0,200 g¢ werden wie 1. gelést. Die Lésung wird unve: die et 
andert benutzt. verstr 
Beide Lésungen werden nach der Herstellung einmal filtriert. ist sof 


Zur Herstellung der Vergleichslésungen werden beide Farbstofflésungen J numm 
gemaB den Angaben in Tabelle II gemischt und die Mischungen mit Wasser 
auf 100 ccm erganzt. In der Tabelle II bedeutet M die Methylenblau wird I 
verdiinnung und S die Safraninlésung. Es sind in der Tabelle II die fii 
die Farbungen 33 bis 42 der Skala geltenden Nuancen angegeben, die} also ¢ 
die SI 


1 G. Schultz, Farbstofftabellen, 6. Aufl., 1923. iiberei 


Bioc 
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ler natiirlichen Dextrinjodfarbung, welche bei der Normalamylolyse nach 
ner Reaktionsdauer von ¢ erhalten wurden, entsprechen. 


Tabelle II. 





\kslennummer 33 44 35 »% NH 38 MW 42 
t: Sy 47" | 10" §=—65’ 3S”" | S'S” | MSS” |=’ IO” | Wa’ | 4 a’ 


mM... 7,30 6.10 5,60 5.45 4.55 5.55 5.35 5,35 
ae 1,80 2.45 8,05 3,65 4,55 6.60 8.00 15.80 


Safranin hat sich als besonders geeignet erwiesen, da es in niedriger 
Konzentration lebhaft rot, in héherer mehr braunrot erscheint; so war es 
méglich, Skalennummer 42 ohne eine dritte braune oder braunrote Grund- 
iarbe herzustellen. Die Farbenreihe umfaBt die Farbténe vom ersten 
leutlichen Blauviolett (33) bis zu Rotbraun (42). Es wird also nur das 
({mylo-Erythrodextrinstadium verfolgt, und die sogenannte Reaktions- 
konstante der Dextrinierung bezieht sich somit nur auf dieses Stadium. 
Die so bereiteten Farblésungen wurden in Reagenzglisern derselben Art 
wie die, in denen die natiirlichen Dextrinfarbungen erzeugt wurden, gut 
verschlossen aufbewahrt; sie hielten sich 12 Monate unverandert, auch 
wenn sie nicht durch Zusatz von Chloroform konserviert waren. Trotzdem 
ist die Konservierung durch Chloroform ratsam, wenn die Lésungen langere 
Zeit aufbewahrt werden sollen. Der Chloroformzusatz stért nicht und 
verhindert Niederschlage und Pilzbefall, der in nicht konservierter Safranin- 
ésung mitunter auftrat. Bei Zusatz von Chloroform waren die Farbstoff- 
jésungen und die Vergleichsfarben noch nach einem Jahre vdéllig klar. Die 
Lésungen sind leicht herstellbar und auch gut haltbar; die Aufbewahrung 
hat im Dunkeln zu erfolgen. 

Zur Bestimmung der Dextrinierungskonstante werden je 10 ccm 
des amylolytischen Reaktionsgemisches entnommen, mit 2ccm der 
Jodlésung versetzt und die dabei eintretenden Farbungen mit der 
Skala verglichen; sind die Farbungen zu dunkel, so kénnen die Fliissig- 
keiten vor dem Vergleich mit Wasser verdiinnt werden. Es ist sorgfaltig 
auf die Erreichung der Faroung zu achten, welche den Skalennummern 33 

« . ere” * . . : 
oder 34 entspricht (bei einiger Ubung erkennt man das Erreichen dieser 
Firbungen schon an der Farbung des Schaumes der mit der Jodlésung 
versetzten, noch unverdiinnten Probe); dann entnimmt man dem 
amylolytischen Reaktionsgemisch weitere Proben in Zeitintervallen, 
die etwa den zehnten Teil der bis zur Erreichung von Skalennummer 33 
verstrichenen Reaktionsdauer betragen. Mit den entnommenen Proben 
ist sofort die Jodfarbung anzustellen und zu ermitteln, welcher Skalen- 
nummer die jeweilige Farbung entspricht. Die Reaktionskonstante 


l a 
wird berechnet nach der Gleichung k ; log . wobei a gleich 65, 
a & 


also gleich der angenommenen Skalenendnummer gesetzt ist und x 
die Skalennummer ist, welche mit der jeweils erhaltenen Jodfarbung 
iibereinstimmt. 
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B. Bestimmung der verzuckernden Wirkung. 


Die Bestimmung der verzuckernden Wirkung geschah dure} 


jodometrische Ermittlung der gebildeten Maltose nach R. Willstati, 


und G. Schudel', und zwar gemaB den Angaben von Th. Sahalitschka 
und ©. Schulze*. Da bei unseren Reihenversuchen in kurzen Zeit 
abschnitten den Reaktionsgemischen Proben entnommen  werde: 
mubten, die nicht sofort analysiert werden konnten, war noch div 
Feststellung notwendig, ob die Proben nach Zusatz der Lauge und dey 
Jodlésung langere Zeit stehengelassen werden konnten. 

Es zeigte sich, daB ein Zusatz von 3 cem n 10 Lauge zu 20 cem 1,25 °Ciges 
Starkelésung oder amylolytischem Reaktionsgemisch auch bei 24stiindige: 
Einwirkung die Jodbindung bei nachtraglichem Zusatz von n/10 Jod 
lésung nicht verdindert; wohl erfuhr die Jodbindung eine Zunahme mit 
der Dauer der Einwirkung, wenn die Hypojodidlésung langere Zeit auf 
Stirkelésung einwirkte, es unterblieb aber eine Steigerung der Jodbindung, 
wenn die Hypojodidlésung auf das bis zur 75°,igen Maltosebildung ab 
gebaute amylolytische Reaktionsgemisch einwirkte. Dies zeigt Tabelle I! 


Tabelle III. 








Einwirkungszeit Gebundene cem n/10 J 
der Hypojodidlésung ee me ———— 
“ a. Amylolytisches 
Min. Starkelosung hochiinatenested’ 
10 0,08 - 
20 0,06 2,25 
30 0,08 - 
60 0,20 2,30 
180 0,31 2,30 
300 0,40 ina 
2700 O87 oa 


Bei der Versuchsreihe mit Starke kamen auf 20 cem 1,25 °,ige Lésung 
3 ccm n/10 Natronlauge und 1,5 ccm n/10 Jodlésung, bei dem amylolytischen 
Reaktionsgemisch auf 10 ccm desselben 7,5ccm n/10 Lauge und 5cem 
n/10 Jodlésung verschiedene Zeiten zur Einwirkung. Wenn auch somit 
im Endstadium der Amylolyse die Dauer der Einwirkung des Hypojodids 
keinen merklichen EinfluB auf die Jodbindung durch das Reaktionsgemisc}: 
zu haben schien, war es bei der Ausfiihrung der Maltosebestimmung in 
noch nicht bis zum Endstadium abgebauter Starkelésung aber ratsam, 
die von R. Willstdtter und G. Schudel*® vorgeschlagene Einwirkungszeit de: 
Hypojodidlésung méglichst beizubehalten; wir lieBen die Hypojodidlésung 
bei unseren Versuchen nur 20 bis 30 Minuten auf das Reaktionsgemisc! 
einwirken. 


Die Bestimmung der Maltose und weiter der Verzuckerungs 
konstante geschieht in folgender Weise: 10 bis 20 cem der Reaktions- 


' B. 51, 780, 1918. 
2 Fermentforschung 8, 441, 1925. 
* B. 51, 781, 1918. 
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ssigkeit werden in mindestens 4.5 bis 9cem n/10 Lauge bzw. mehr 
lauge gegeben (Lauge 1!.mal soviel wie zuzusetzende n 10 Jod- 
osung), dann wird sofort oder nach einiger Zeit das Doppelte der 
wwefahr erforderlichen n/10 Jodlésung hinzugefiigt, das Gemisch 
%) bis 30 Minuten der Oxydation tiberlassen und hierauf sofort nach 
\nsauern die unverbrauchte Jodmenge mit n/10 Natriumthiosulfat- 
jsung titriert. Von der so gefundenen Menge gebundenen Jods ist 
lie durch Kontrollversuch ermittelte Jodmenge, welche schon durch 
lie Starke und die Amylase gebunden wird, abzuziehen, die Differenz 


ergibt die Menge der Maltose. 1 ccm n/10 Jodlésung entspricht 0,017 15 g 


Maltose. Wieweit die Jodbindung auf die in dem amylolytischen 
Reaktionsgemisch noch vorhandenen Dextrine zuriickzufiihren ist, 
ibt sich nicht ermitteln. Da das Reaktionsvermégen der Dextrine 
hichstens 10°, des der Maltose erreicht, ist die Stérung der jodo- 
metrischen Maltosebestimmung um so geringer, je mehr das Gemisch 
Maltose enthalt. Immerhin kann durch den Jodverbrauch der Dextrine 
ind auch durch die Verainderung des urspriinglichen Jodverbrauchs der 
Stirke infolge ihrer Spaltung diese Maltosebestimmung in geringem 
MaBe beeinfluBt sein, ebenso der daraus berechnete Koeffizient der 
\erzuckerung. Aus den jeweils gefundenen Maltosemengen wird 
ler Reaktionskoeffizient der Verzuckerung nach der Gleichung 


Tabelle IV. 
Versuchsanordnung: Diastase 1 0,003 g, Starke 0.5 g, Citrat 10 cem, n/10 
HCl 2,65 cem, Aqua dest. zu 100 cem. py = 4,9. a 187.5 mg in 50 cem 
Reaktionsgemisch. 





Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit || Maltose in 50 ccm 
|| Reaktionsgemisch k.. 108 Farbung ka: 10° 
Min mg . 
16,47 64,11 | 11,0 blau 
24,97 89,83 11,3 a — 
29,94 99,49 11,0 j. 
30,78 _ 33 10,0 
32,16 — — 34 10,0 
33.58 — 35 10,0 
35,05 36 10,0 
35,55 119.8 (12,4) 
36,58 | 37 10,0 
38,16 38 10.0 
39,79 39 10,0 
45,12 - — 42 
45,62 145.6 (14,3) 
58.75 164.9 (15,6) — 
cs kia OOLLL. 1875 
Sf _ . 1,54. 
mg Diastase | 1.35* 
* 1,5 mg Diastase 1 = 1,35 mg trockene Diastase. 


32* 
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k= Sin . 
t a 


berechnet, wobei gemaB H. v. Euler und O. Svanberg! 
r 


H. Liiers und W. Wasmund? und anderen Forschern a gleich 75°, der 
in dem Reaktionsgemisch urspriinglich vorhandenen Starkemenge 
gesetzt wird, entsprechend einem ,,Grenzabbau‘“’ von 71°, der an 
gewandten Starke. 

Tabelle IV gibt die fir die ,.Normalamylolyse“ gefundene Be 
ziehung zwischen Reaktionsdauer, Maltosemenge, Jodfirbung und die 
jeweils gefundenen Reaktionskoeffizienten der Verzuckerung und dic 
festgelegte Reaktionskonstante der Dextrinierung an. Die nicht mehr 
als konstant angesehenen und zu weiteren Berechnungen daher nicht 
verwendeten Koeffizienten sind, ebenso wie bei den folgenden Versuchs 
berichten, eingeklammert. 


C. Vergleich der dextrinierenden und verzuckernden Wirkung. 

Der Vergleich der beiden Amylasewirkungen geschieht durch das 
Verhaltnis der nach A und B ermittelten Reaktionskonstanten {. 
(k der Verzuckerung): k, (k der Dextrinierung). Fiir die ,.Normal. 

k 11,1 
amylolyse“ ergibt sich als Quotient 5 =jpo 7m ll 4). Wir 
ad : 
haben deshalb bei der Aufstellung der Skala mit Hilfe der Norma! 
amylolyse die Konstante 0,01 der Dextrinierung zugrunde gelegt und auch 


Tabelle V. 


Versuchsanordnung: Diastase 1 0,001 g, Starke 0,5 g, Citrat 10 cem, n/10 J 


HC! 2,55 cem, Aqua dest. zu 100 cem. pq = 4,85. a = 187,5 mg in 50 ccm 








Reaktionsgemisch. 
Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit —“Maltose in 50 ccm e 7 pet ta | = 
Reaktionsgemisch k, .108 Farbung ka .10 

Min. mg | 

30 28,13 2.4 

50 48,71 2.6 

75 59,85 2.2 
100 85,06 2.6 blau — 
130 =e — 33 2.4 
140 — — 33 2,2 
150 — 33 2,1 
170 = -— 33,5 1,9 
200 130,2 (2,6) 34,5 1,6 
240 141,0 (2,5) _ 
251 - os 38 1.5 


k, . 108 = 2,45; kg. 10° = 1,95; 4 = 1,26. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 207, 1921; 115, 179, 1921. 
2 Fermentforschung 5, 190, 1922. 
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belle VI. Versuchsanordnung: Diastase | 0,0015g; sonst wie Tabelle V. 





Verzuckerung Dextrinierung 


eaktionszeit Maltose in S80ccm 
Reaktionsgemisch _.108 Farbung k, . 108 


mg 


35,50 
68,60 
88,32 


127,2 (4,6) 
165.0 (3,8) 


k, . 10? = 3,8; ky. 10® = 3,7; 1,03. 


Tabeile VII. Versuchsanordnung: Diastase 1 0,002g; sonst wie Tabelle V. 





Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit Maltose in 50 com 
Reaktionsgemisch k.. 108 Farbung 
mg . 
35,16 4.5 
66,87 6.4 
75,97 5,6 
90,99 5.8 


142,30 (6.9) 
172,40 (6.1) 


k,. 108 = 5,58; ky . 108 = 4,88; 1.14. 


die gleichzeitig stattfindende Verzuckerung unter Bedingungen durch- 
gefiihrt, die einer Verzuckerungskonstante von 0,01 angepabt waren, 
um fiir den Quotienten k,/k, bei normalem Verlauf der Amylolyse 
nahe an | liegende Zahlen zu erhalten. Es lassen sich die Veranderungen 
im Verhaltnis der verzuckernden zur dextrinierenden Wirkung der 
Amylase dann bequem durch mehr oder weniger grobe Abweichung 
des Quotienten von | erkennen. 

Es wurde anschlieBend eine Reihe von Amylolysen mit variierter 
Amylasekonzentration ausgefiihrt. Die allgemeine Versuchsanordnung 
war wie bei der Normalamylolyse, das Reaktionsvolumen betrug 200 
oder 400cem. Fiir die Bestimmung der Verzuckerungskonstanten 
werden bevor die Jodreaktion Violettfarbung gibt. d. h. bis zur Spaltung 
von 40°, der angewandten Starkemenge, in bestimmten Zeitintervallen 
je 20 ccm entnommen und auf ihren Gehalt an Maltose gemiB den 
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Tabelle VIII. 


Versuchsanordnung: Diastase 1 0,003 g; sonst wie Tabelle \ 





Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit Maltose in 50 saith 
Reaktionsgemisch k..108 Farbung k,.10 

Min mg . . 
20 62,77 8.9 

30 88,50 9,2 blau _- 
34 —- 34 95 
37,5 35 9,0 
41 - -- 7.5 9,1 
43,7 : - 40 9,5 
52 132.6 (10,3) — 
150 171,2 (7,1) 


k, . 10? = 9,05; kg . 10° = 9,28; A = 0,98. 


Tabelle IX. 


Versuchsanordnung: Diastase 1 0,004 g; sonst wie Tabelle V. 





Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit — Mgitose in Ses pte — fey, Se eee 
Reaktionsgemisch k.. 108 Farbung ka . 108 
Min. mg y 
5,37 22.64 104 

16,58 60,29 10,1 

24.97 83,69 10,3 blau — 

29,26 96,55 10,7 — 

30,78 — 33 10,0 

32,16 -- 83,75 99 

33,58 -— 34,75 99 

35,05 - - 35.5 9.8 

35,55 112.7 (11,2) - — 

36,58 — 37,25 10.1 

38,16 - - 37,75 9,9 

39,79 - _ 39 10.0 

45,62 134.1 (12,0) - - 

58,75 153.5 (12,6) - - 

210,00 179,2 (6.4) — 
28 Sta. 189.8 — _ 


k, . 108 = 10,38; ky. 10° = 9,94; 4 = 1,04. 


Angaben unter B gepriift und aus den erhaltenea Werten die Reaktions 
koeffizienten der Verzuckerung berechnet. Sobald die urspriingliche 
Blaufarbung mit Jod violett zu werden beginnt, entnimmt man dem 
amylolytischen Reaktionsgemisch gemaB den Angaben unter A in 
bestimmten Zeiten je 10 ccm, stellt die Skalennummer der Jodfarbung 
fest und berechnet die Reaktionskoeffizienten der Dextrinierung 
Die genaue Zusammenstellung der Reaktionsgemische und die jeweils 
gefundenen Zahlen zeigen die Tabellen V bis X. 
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Tabelle X. 


Versuchsanordnung: Diastase 1 0,004 g¢; sonst wie Tabelle V. 





Verzuckerung Dextrinierung 
\eaktionszeit Maltose in 50 ccm 
Reaktionsgemisch k.. 108 Farbung ka . 108 
Min. mg 
5 23,67 11,7 
10 42.87 11,3 
15 62,26 11,7 
20 67.49 11,4 blau _ 
26,25 — — 33 11,7 
29 - _ 34 11,1 
33 - 36,5 10,9 
38 — — 37,5 9.8 
38,5 126,6 (12,7) — 
120 167,2 (8,1) 
k,. 10° = 11,53; k, . 10° = 10,88; 4 = 1,06. 


Die in den Tabellen V bis X berichteten Versuche sind 1% bis 2 Monate 
spater ausgefiihrt als die in Tabelle IV berichtete ,,Normalamylolyse“. 
Die Wirkamkeit der Diastase 1 hat wahrend dieser Zeit etwas abgenommen. 
Bei Anwendung von 3mg Diastase hatten wir vorher fiir k, . 10° 11,1, 
fiir kg . 10° 10,0 gefunden, jetzt fanden wir fiir &, . 10° nur 9,05 und fiir 
kq . 108 9,28. 


Zusammenfassung. 

Es ist eine Methode angegeben, die Geschwindigkeit der Dextrin- 
bildung und Dextrinspaltung beim amylatischen Stirkeabbau mit 
Hilfe einer der monomolekularen Reaktionskinetik angepaBten, aus 
Farbstofflésungen hergestellten Vergleichsskala aus der mit Jod ein- 
tretenden Farbung zu bestimmen. Die daraus sich ergebenden Kon- 
stanten der Dextrinierung erméglichen einen Vergleich der dextrin- 
bildenden und dextrinspaltenden Wirkung verschiedener Amylasen. 
Wird bei einer Amylolyse gleichzeitig die fiir die Verzuckerung geltende 
Konstante durch jodometrische Bestimmung der enistehenden Maltose 
ermittelt, so lassen sich beide Konstanten zu einem Vergleich der 
dextrinbildenden und dextrinspaltenden Wirkung einer Amylase mit 
ihrer verzuckernden Wirkung benutzen; das Verhaltnis beider Amylase- 
wirkungen wird durch die Quotienten der Konstanten 


k der Dextrinierung 

k der Verzuckerung 
ausgedriickt. Bei sieben Amylolysen mit verschiedenen Malzamylase- 
mengen ergab sich so ein Quotient von 1,12 (+ 0,14). 





Bemerkung zu einer Arbeit von D. Keilin. 


Von 


Otto Warburg. 


(Eingegangen am 18. Februar 1929.) 


In einer kiirzlich erschienenen' Arbeit hebt D. Keilin hervor 
daB Blausaure einer Konzentration, die die Atmung lebender Zelle: 
hemmt, die Autoxydation der Hamochromogene nicht hemmt. 

In den Hamochromogenen ist das Eisenatom zweiwertig. Doch ist 
zu bedenken, daB bei Schwermetallkatalysen verschiedene Oxydations. 
stufen der Metalle durchlaufen werden (worauf eben die oxydations. 
katalytische Wirkung der Schwermetalle beruht); daB in lebenden 
Zellen nicht das zweiwertige, sondern héherwertiges Eisen mit Blau. 
siure reagiert? (weil die Blausiurehemmung, im Gegensatz zur Kohlen 
oxydhemmung, unabhangig vom Sauerstoffdruck ist); daB die kata. 
lytische Wirkung des Hamins in vitro durch in der Zellatmung wirk- 
same Blausiurekonzentrationen aufgehoben wird'; und daB bewiesen 
worden ist, daB der Hemmung in vitro eine Reaktion zwischen Blau- 
siure und einer héherwertigen Form des Eisens zugrunde liegt*. 

Keilin sagt auch, daB es auBer dem katalytisch unwirksamen Himo. 
globin keine Haminverbindungen gebe, die sich zwischen Sauerstoff und 
Kohlenoxyd so verteile wie das Atmungsferment. In der Tat wird das 
zweiwertige Eisen der meisten Eisenporphyrine durch Sauerstoff in 
dreiwertiges Eisen verwandelt und damit der Wirkung des Kohlen 
oxyds entzogen. Wenn aber, wie in lebenden Zellen oder bei den Mode!! 
versuchen, ein Reduktionsmittel vorhanden ist, so wird das oxydiert« 
Eisen immer wieder zu zweiwertigem Eisen reduziert, und um dieses 
reduzierte Eisen konkurrieren dann Sauerstoff und Kohlenoxyd 
H. A. Krebs hat gezeigt, daB sich bei Gegenwart des Reduktionsmittels 
Cystein das Eisen des Eisenporphyrins zwischen Kohlenoxyd und 
Sauerstoff so wie das Atmungsferment* verteilt. 


' D. Keilin, Proc. Roy. Soc. B. 104, 206, 1929. 
* O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
’ H. A. Krebs, ebendaselbst 193, 347, 1928; 204, 322, 1929. 
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DaB man bei der photochemischen Untersuchung das Ab- 
wrptionsspektrum eines Eisenporphyrins findet, méchte Keilin gerne 
wf eine Photosensibilisierung durch die inaktiven Zellhamine (Cyto- 
hrom) zuriickfiihren. Verfolgt man diesen Gedanken, so wire die 
Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments zu schreiben 

SFCO, 
wo S der Sensibilisator und F das Ferment ware 

F enthielte das katalytisch aktive Eisenatom, das im Dunkeln 
mit Kohlenoxyd reagierte, S enthielte ein im Dunkeln inaktives Eisen- 
itom, das erst bei Belichtung in Aktion treten und die absorbierte Energie 
uf das erste Eisenatom iibertragen wiirde. Keilin verteilt hier iiber- 
fliissigerweise die Wirkungen, die man findet, auf zwei Arten von 
Eisenatomen, iiberfliissigerweise, weil man in den Modellversuchen mit 
Kisenporphyrin als Katalysator die im Leben gefundenen Erscheinungen 
hervorrufen kann. — 

Experimentell ist Keilins Arbeit im wesentlichen eine Wiederholung 
der von hier angegebenen Kohlenoxydversuche. Neu ist lediglich der 
Vorschlag, das Atmungsferment .,Indophenoloxydase** zu nennen. 
Dieser Vorschlag verleitet zu dem Irrtum, bei den Oxydationen in der 
lebendigen Substanz werde vorwiegend Indophenol gebildet, was 
bekanntlich nicht der Fall ist. 








Autorenverzeichnis. 


Alexeefi, A. I. Vergleichende Studien 
iiber den EinfluB des Bergklimas 
auf die Katalase des Blutes. (Fort- 


setzung.) S. 28. 
Butkewitsch, Wl. S. und M. W. 
Fedoroff. Uber die Umwandlung 


der Essigséure durch Mucor stolo- 
nifer in Bernstein- und Fumar- 
siure und das Verfahren zur 
Trennung und quantitativen Be- 
stimmung dieser Séuren. 8S. 302. 
Charmandarjan, M. O. Uber den 
EinfluB des Wassers auf die zer- 
setzende Fahigkeit der Gersten- 
malzkatalase. II. 8S. 462. 
Uber eine weitere Eigenschaft der 
Malzkatalase. III. 8S. 472. 
Chrzaszez, T. und D. Tiukow. Die 
Starkebildung bei den Schimmel- 
pilzen (Penicillium Link), wie auch 
ihr Zusammenhang mit der Saéure- 
bildung. 8. 39. 


Dobrotworskaja, R. s. M. J. Galwialo. 
Fedorojj, W. M.s. WI. S. Butkewitsch. 
Fehér, D. Untersuchungen iiber den 


N-Stoffwechsel des Waldbodens. 
S. 350. 


Frankel, Max. Zur Frage nach einer 
desaggregierenden Wirksamkeit 
des Pepsins neben seiner sicher- 
gestellten hydrolytischen Funktion. 
8S. 53. 


Fuchs, Hans J. Zwei neue Labora- 
toriumsapparate. 


Ill. S8. 405. 


Galwialo, M.J.und R. Dobrotworska }, 
Der Einflu8 des EiweiBes auf di 
oxydativen und = katalytische 
Eigenschaften anorganischer Fe 
mente. S. 146. 

Glaser, Erhard wnd Georg Halper 
Uber die Aktivierung des Insuli: 
durch HefepreBsaft. 8. 377. 

Glimm, E. und J. Isenbruch. Uber di 
Bestimmung kleinster Jodmenget 
S. 368. 

Glimm, E. und F. Wadehn. Ube 
lipoidlésliche und lipoidunléslich 
Formen des Ovarialhormon 
(Feminin). 58. 361. 

Gutstein, M. Wasserlésliches Ppho: 
phatid und Oxydase-(Nadi-) Ri 
aktion. 8S. 177. 


Hdgglund, Erik und Helmut Urban 


Zur Kenntnis des Fichtenholz 
lignins. S. 1. 


Halpern, Georg s. Erhard Glaser. 

Hayashi, Shigeru. Untersuchunget 
iiber den lonengehalt von Mutte 
und Frucht. 8. 432. 

Heljgat, J. I. s. EB. J. Sterkin. 

Isenbruch, J. s. E. Glimm. 

Jarussowa, Natalie. Der EinfluS de 


Kochens auf den Nahrwert de 
Nahrung. S8. 395. 


Joffe, Anna s. Fritz Mainzer. 

Kisch, Bruno und Jesaia Leibowi: 
Uber die Kinetik der Acetaldehy«! 
bildung bei der alkoholische: 
Gérung mit Trockenhefe. 8. 354 


, fraato, 


von 6 
nydrat 
sure ¢ 
a-Ketc 
cosido 

K tasato, 
winnul 
zweck: 
séuren 

Klobusitz) 
kungs} 
cyten 
meiste 

Kobel, Me 


Kruisheer 
Lavul 
Landsber¢ 
Lasnitzki 
den E 
Garve 
S. 12¢ 
Leibowitz 
Lockemar 
suchu 
trage 
hypot 
Lundin, 
von 
alkali 
Uber 
und | 
Kupf 
Borsa 
Mainzer, 
der 
carbo 
8. 15 
Mainzer, 
Besti 
Saur 
gebu 
in kl 
Neuberg, 
Isolic 
der } 
Neuberg. 
Obrutsch 
tions 


Il. 








Autorenverzeichnis. 


Weitere Synthesen 
der Kohlen- 


Torao. 
a-Ketoséuren 
a-Keto-d-galakton- 
siure oder d-Tagaturonséure sowie 
a-Keto-maltobionsaure oder d-Glu- 


, (rsato, 
von 
iydratreihe. 


cosido-d-fructuronsaéure. 8S. 217. 


Kitasato, T. und C. Neuberg. Ge- 


winnung von Oson -lésungen 
zwecks Synthese von Keturon- 
siuren. SS. 230. 


Slobusitzeky, D. von. Uber die Sen- 
kungsgeschwindigkeit der Erythro- 
cyten mit Riicksicht auf die Hof- 
meistersche Ionenreihe. II. 8. 80. 

Kobel, Maria s. Carl Neuberg. 

Kruisheer, C. I. Zur Bestimmung der 
Livulose im Harn. 5S. 441. 

Landsberg, Martin s. Rudolf Weil. 

lasnitz:ki, A. und O. Rosenthal. Uber 
den Einflu8 der Kationen auf das 
Garvermégen der Tumorzelle. I. 
S. 120. 

Leibowitz, Jesaia s. Bruno Kisch. 

Lockemann, Georg. Chemische Unter 
suchungen zur Haffkrankheit. Bei- 
triage zur Beurteilung der Arsen- 
hypothese. 8S. 194. 

Lundin, Harry. Uber die Oxydation 
von Glykose und Glykokoll mittels 
alkalischer Kupferlésungen. 8S. 91. 
Uber die Oxydation von Glykose 
und Glykokoll mittels alkalischer 
Kupferlésungen in Gegenwart von 


Séuren und der an sie im Harn 

gebundenen basischen Aquivalente 

in klemen Harnmengen. 8. 167. 
Neuberg, Carl und Maria Kobel. Die 

Isolierung von Methylglyoxal bei 

der Milchséure-garung. 8S. 232. 
Neuberg, C. s. T. Kitasato. 
Obrutschewa, A. Uber einige Adsorp- 
tionserscheinungen an Silberjodid. 
II. 8S. 25. 





Borsaéure. SS. 107. 

Mainzer, Fritz. Uber die obere Grenze 
der Wasserstoffzahl und Bi- 
carbonatkonzentration des Harns.’ 
S. 159. 

Mainzer, Fritz und Anna Joffe. Die 
Bestimmung der  organischen 


497 


Oya, Takeo s. Ludwig Pincussen. 

Pincussen, Ludwig. Fermente und 
Licht. XIV. Versuche iiber den 
EinfluB der Temperatur bei der 


Lichtwirkung. Von Takeo Oya. 
S. 410. 

— Methodische Mitteilungen. LX. 
Gemeinsame Bestimmung § der 
Halogene in organischen Sub- 
stanzen. Von Wadim Roman. 
S. 416. 


Uber Verainderungen des Stoff- 
wechsels unter Bestrahlung. IV. 
Untersuchungen iiber den Fett- 
gehalt der Organe. Von Eugen 
Zuckerstein. S. 426. 


Prianischnikow, D. Zur Frage nach 
der Ammoniakernéhrung von 
héheren Pflanzen. (Vorlaufige 
Mitteilung.) 8S. 341. 


Remesow, Igor. Fine Mikrovorrichtung 
fiir Leitfahigkeitsmessungen der 
kleinsten Fliissigkeitsvolumina. 
S. 66. 

Roman, Wadin s. Ludwig Pincussen. 


Rosenthal, Otto. Untersuchungen iiber 


Milchséuregérung von Warm- 
bliitergeweben. I. Mitteilung: Die 
Bedingungen zum Zustande- 
kommen der Extragérung des 
Lebergewebes. 8S. 263. 


Rosenthal, O. s. A. Lasnitzki. 


Rosenthaler, L. Zur Kenntnis des Ver- 
fahrens von van Slyke. 3S. 298.. 
Sabalitschka, Th. Uber die Malz- 
amylase. V. Bestimmung der 
dextrinierenden und verzuckern- 
den Wirkung der Amylase und 
Vergleich beider Wirkungen. Von 
Th. Sabalitschka und R. Weidlich. 

S. 476. 


Scharrer, K. und J. Schwaibold. Zur 
Kenntnis des Jods als biogenes 
Element. XVIII. Mitteilung: Uber 
die Art der Bindung des Jods in 
der Milch. 8S. 332. 


Scheunert, Arthur. Beitrag zum 
Vitamingehalt der Wiesen- und 
Weidegriser. 8S. 447. 





498 


NSchieblich, Martin. Nachweis der 
Bildung von Vitamin B durch Bac. 
vulgatus (Fliigge) Migula mittels 


einer neuen, einwandfreien Me- 
thode. 8S. 458. 

Schwaibold, J. s. K. Scharrer. 

Simon, A. und P. Weiner. Uber die 


Beeinflussung der Leberautolyse 
durch Insulin und = Thyroxin. 
8. 319. 

Sterkin, E. J. und J. I. Heljgat. Ein 
neues Reagens zur qualitativen 
und quantitativen (nephelometri- 
schen) Bestimmung von Chinin. 
S. 8. 

Steudel, H. Uber den Nachweis des 
Vitamins A. S. 437. 

Tiukow, D. s. T. Chrzaszez. 


Autorenverzeichnis. 


Urban, Helmut s. Erik Hdgglund. 

Wadehn, F. s. E. Glimm. 

Warburg, Otto. Bemerkung zu cing 
Arbeit von D. Keilin. 8S. 494 

Weidlich, R. s. Th. Sabalitschka. 

Weil, Rudolf und Martin Landsherg, 
Uber die Wirkungsweise de 
Schilddriisenhormons. 8. 186 

Weiner, P. s. A. Simon. 

Weiss, M. Die Farbstoffanalyse de 
Harns. VII. Mitteilung: Urobilin 
bestimmung auf spektrometrisc her 
Wege. 8S. 151. 

Wit, Hugo. Die physikalische Ent 
farbbarkeit von Galle. S. 141. 

Zuckerstein, Eugen s. Ludwig Pi 
cussen. 








Meh oF we 2 . 4 ¥ _ ae 
an Wee Cr yh .% deck Pik Le Re ra Os C6 dit be: 5 fe tees Mie Sb Dials tase at 





A alata ct Beka id = laine 














